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Tem sido demonstrado que exercícios de alongamento podem melhorar a flexibilidade, 
equilíbrio, bem-estar e independência em idosos. No entanto, apesar destes exercícios 
comumente constituírem programas de treinamento, ainda não estão esclarecidas quais são 
as adaptações morfológicas e moleculares induzidas pelos exercícios de alongamento no 
músculo esquelético de idosos. Objetivo:  desenvolver aparato de alongamento e avaliar os 
efeitos agudos do alongamento mecânico passivo estático na morfologia, sarcomerogênese 
e na modulação de importantes componentes da matriz extracelular do músculo sóleo de 
ratas idosas. Métodos:  O estudo foi dividido em 4 etapas: Etapa 1  (estudo piloto); Etapa 2  
(experimento) e Etapa 3  (imunohistoquímica), Etapa 4  :análise da expressão gênica por 
reação em cadeia polimerase em tempo real (RT- PCR). Etapa 1 : realizado com 6 ratas 
jovens (3 meses) e 6 ratas idosas (15 meses), para  padronizar a utilização do aparato de 
alongamento e comparar a força necessária para promover o exercício entre ratas jovens e 
idosas; Etapa 2 : foram utilizadas 15 ratas idosas, com 26 meses, divididas em dois grupos: 
alongamento (n=8,GA) e controle (n=7,GC). O protocolo de alongamento consistiu em uma 
série de 4 repetições de 1 minuto com intervalo de 30 segundos entre cada repetição. O 
alongamento foi realizado no músculo sóleo esquerdo, 3 vezes por semana, durante 1 
semana, sempre no mesmo horário do dia, totalizando 3 sessões de alongamento,. Para 
tanto, as ratas foram anestesiadas por via inalatória com isoflurano (5% para 2,5 l O2 min 
-1). 
Após as três sessões, as ratas foram anestesiadas para retirada do músculo sóleo 
esquerdo, e então ortotanasiadas e as seguintes análises foram realizadas: área de secção 
transversa das fibras musculares e número de sarcômeros em série; Etapa 3 : 
imunohistoquímica para quantificação de colágeno I, III e TGFβ-1. Etapa 4 : análise da 
expressão do gene TGFβ-1.  Resultados:  Etapa1 : Foi verificado decréscimo na força 
necessária para promover o alongamento em ratas idosas quando comparada as jovens 
(0,48±0,04 N vs 0,65±0,04 N, p<0,05, Kruskal-Wallis); Etapa 2 : foi verificada redução na 
área de secção transversa das fibras musculares do GA quando comparadas ao GC 
(p=0,0001, Kruskal-Wallis); não houve diferença no número de sarcômeros em série 
intergrupos (p=0,94, ANOVA); Etapa 3 : a porcentagem de colágeno I foi significativamente 
menor no GA quando comparado ao GC (p=0,01, Kruskal-Wallis), assim como a 
porcentagem de TGFβ-1 (p=0,04, Kruskal-Wallis); já o colágeno III foi significativamente 
maior no GA do que no GC (7,06±6.88% vs 4,92± 5,30%, p=0,01, Kruskal-Wallis). Etapa 4 : 
a expressão gênica de TGFβ-1  foi significativamente menor no GA quando comparado ao 
GC (p=0,005, ANOVA).  Conclusão: O aparato desenvolvido foi eficiente para promover o 
alongamento muscular mecanicamente e, foi necessário menor aplicação de força para 
induzir o alongamento em ratas idosas, o que pode ser atribuído a redução de torque 
passivo característico do processo de envelhecimento. Além disso, o alongamento agudo 
induziu atrofia muscular, apesar de favorecer a mecanotransdução e ter ação antifibrótica.
  
Palavras-chave : exercício de alongamento muscular, sarcopenia, ratas, envelhecimento, 







It has been shown that stretching exercises can improve flexibility, balance, wellbeing and 
independence in the elderly. However, despite these exercises commonly constitute training 
programs, it is still unclear the morphological and molecular adaptations induced by 
stretching exercises in aged skeletal muscle. Objective:  To develop an apparatus to stretch 
and assess the acute effects of passive mechanical static stretching on morphology, 
sarcomerogenesis and modulation of important components of the extracellular matrix of the 
aged female rats soleus muscle. Methods:  The study was divided into 4 steps: Step 1  (pilot 
study); Step 2  (experiment); Step 3  (immunohistochemistry) and Step 4  (Real-Time 
Polymerase Chains Reactions-RT-PCR). Step 1 : it was performed with 6 female young rats 
(3 months) and 6 female aged rats (15 months), to standardize the use of the apparatus for 
stretching and compare the force necessary to promote exercise among young and old rats; 
Step 2 : Stretching (n = 8, SG) and control (n = 7, CG): 15 old rats with 26 months divided 
into two groups were used. The stretching protocol consisted by 4 repetitions of 1 minute 
each with 30 seconds interval between each repetition. Stretching was performed on the left 
soleus muscle, 3 times a week for 1 week, at the same time of the day, ending 3 sessions of 
stretching,. For this, the rats were anesthetized with isoflurane inhalation (5% para 2,5 l O2 
min -1).. After three sessions, the rats were anesthetized for removing the left soleus muscle, 
and then euthanazied and the following analyzes were performed: muscle fibers cross-
sectional area and serial sarcomere number; Step 3 : immunohistochemistry for quantification 
of collagen I, III and TGFb-1. Step 4 : gene expression of TGFb-1. Results:  Step1- it was 
required less force to promote the stretching in aged rats compared to young (0.48 ± 0.65 N 
vs 0.04 ± 0:04 N, P <0.05, Kruskal-Wallis); Step 2 : it was observed a decrease in muscle 
fiber cross-sectional area of SG compared to the control group (p = 0.0001, Kruskal-Wallis); 
there was no difference in the serial sarcomere number (p = 0.94, ANOVA); Step 3 : The 
percentage of type I collagen was significantly lower in the GA when compared to CG (p = 
0.01, Kruskal-Wallis), as well as percentage of TGFb-1 (p = 0.04, Kruskal-Wallis); collagen III  
was significantly higher in GA than in the CG (7.06 ± 6.88% vs 4.92 ± 5.30%, p = 0.01, 
Kruskal-Wallis). Step 4 : gene expression of TGFb-1 was significantly lower in the GA 
compared to the CG (p = 0.005, ANOVA). Conclusion : The apparatus was efficient to 
promote muscle stretching and old soleus muscle required less force to perform it, which can 
be attributed to the reduction in passive torque related to the aging process. Moreover, the 
acute stretching induced muscle atrophy, nevertheless affecting mechanotransduction and 
with antifibrotic action. 











    Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), a faixa etária de 60 anos 
ou mais é a que mais cresce mundialmente em termos proporcionais (WHO, 2011). 
Além disso, observa-se aumento da expectativa de vida, que no Brasil atualmente é 
de 73,5 anos em média (IBGE, 2010). Aliado ao declínio das taxas de natalidade da 
população, a partir da década de 70, observa-se modificações na pirâmide etária 
brasileira, com aumento do número de idosos (CARVALHO e RODRÍGUEZ-WONG, 
2008). 
No Brasil, existem atualmente 21,7 milhões de idosos, o que representa 
mais de 10% da população (IBGE, 2010). Segundo as projeções, estima-se que no 
ano de 2040, o Brasil terá 55 milhões de idosos, o que representará 27% da 
população, sendo que 13 milhões terão mais de 80 anos. No estado do Paraná 
existe atualmente 1,2 milhão de idosos, em Curitiba são 133.619 idosos, 
representando 8% da população, sendo que a maioria, 56%, se encontra na faixa 
dos 60 a 69 anos; 59% são mulheres (IBGE 2010). De acordo com Martins et al., 
(2013), as limitações funcionais relacionadas ao envelhecimento são mais 
frequentes no sexo feminino. 
As alterações dos sistemas orgânicos fisiológicos do corpo humano, 
relacionadas ao envelhecimento, são problemas importantes de saúde pública em 
rápida expansão (PEIXOTO et al., 2004). A senescência é responsável por uma 
série de alterações estruturais e funcionais do organismo, com declínio de todas as 
variáveis fisiológicas, as quais contribuem para prejuízos no desenvolvimento das 
habilidades motoras, incapacidade de realizar tarefas da vida diária como caminhar, 
subir escadas, carregar sacola de compras, entre outras, e deterioração da saúde 
(SANTOS et al., 2008; CASEROTTI, 2010). A diminuição da massa muscular, 
denominada sarcopenia, e da flexibilidade, contribuem para o declínio na 
funcionalidade, relacionado ao processo de envelhecimento (VISSER e SCHAAP, 
2011; HOLLAND et al., 2002). 
A diminuição da flexibilidade é decorrente de adaptações musculares que 
levam ao encurtamento adaptativo musculo-tendíneo, que pode afetar a mobilidade 
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e o equilíbrio de maneira a modificar os padrões funcionais dos idosos (NONAKA et 
al., 2002; KLEIN et al., 2002; HOLLAND et al., 2002; MARTINS et al., 2013). 
Um dos fatores que contribuem para o desenvolvimento e progressão da 
sarcopenia é o declínio de estrogênio em mulheres, associado à menopausa, 
possivelmente, os esteróides sexuais femininos exercem efeitos anabólicos sobre o 
músculo pela conversão tissular em testosterona (MACALUSO e De VITO, 2004; 
MALTAIS et al., 2009). 
A sarcopenia independe da localização e da função do músculo, parece ser 
causada pela redução da área de secção transversa das fibras musculares, do 
número de fibras musculares e quantidade e qualidade de proteínas das unidades 
contráteis (actina e miosina) (ZHONG et al., 2007), além de estar associada ao 
aumento da fibrose intramuscular (BIRBRAIR et al., 2013). Ocorre em todos os 
indivíduos em algum grau como consequência da idade, mas pode ser acelerada por 
uma variedade de fatores incluindo inatividade, nutrição pobre e doenças crônicas 
(THOMAS, 2007).  
Muitas das alterações fisiológicas atribuídas ao envelhecimento são 
semelhantes àquelas induzidas pela inatividade imposta e que provavelmente 
podem ser atenuadas ou até mesmo revertidas pelo exercício (LEITE et al., 2010). 
Ainda em relação a essas alterações fisiológicas, cabe ressaltar, as mudanças 
sofridas pela matriz extracelular (MEC) no músculo envelhecido (KRAGSTRUP, 
KJAER e MACKEY,2011). Considerando que esta é responsável pela transmissão 
de força e pela resposta passiva elástica do tecido muscular, tais modificações 
contribuem para a deterioração da função muscular (KRAGSTRUP, KJAER e 
MACKEY,2011). 
A MEC do músculo esquelético é constituída principalmente por colágenos 
fibrilares do tipo I e III, localizados especialmente no epimísio e endomísio, 
respectivamente (KOSKINEN et al., 2002, CALVI et al., 2012, KRAGSTRUP, KJAER 
e MACKEY, 2011). Entretanto, com o envelhecimento ocorre alteração na síntese 
dos colágenos, na qual o colágeno I aumenta consideravelmente a deposição no 
tecido muscular em relação ao colágeno III, conferindo a rigidez muscular 
característica do idoso (CALVI et al., 2012, KRAGSTRUP, KJAER e MACKEY,2011). 
Tal alteração pode ser atribuída à redução de fatores mecânicos de crescimento 
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muscular, enquanto que, o fator TGFβ (fator β de crescimento tecidual) está 
aumentado, fato que, potencializa a deposição de colágeno e tecido fibrótico no 
músculo (LI et al.,2013). 
Neste sentido, é importante investigar a modulação da deposição de colágeno 
no tecido muscular idoso com o objetivo de prevenir a deterioração da função 
musculoesquelética. Foi mostrado em artigo recente de revisão que, técnicas de 
exercício que envolve contração muscular apresentam efeito positivo na modulação 
da síntese de colágeno no músculo idoso (KRAGSTRUP, KJAER e MACKEY,2011). 
 Além dos exercícios que envolvem contração muscular apresentarem 
benefícios para o músculo idoso, tem sido demonstrado que exercícios de 
alongamento podem melhorar a flexibilidade, torque, equilíbrio, bem-estar e 
independência em idosos (FELAND et al., 2001; GAJDOSIK et al., 2005; 
CRISTOPOLISKI et al., 2008; BIRD et al., 2009; BATISTA et al., 2009; GALLON et 
al., 2011). Em ratos jovens tem sido observado que exercícios de alongamento 
podem prevenir a proliferação de tecido conjuntivo e aumentar o número de 
sarcômeros em série e a área de secção transversa das fibras musculares 
(COUTINHO et al. 2004; COUTINHO et al., 2006; CAÇÃO-BENEDINI et al., 2013). 
No entanto, apesar dos exercícios de alongamento comumente constituírem 
programas de treinamento, ainda não estão esclarecidas quais são as adaptações 
histomorfológicas e moleculares, induzidas pelos exercícios de alongamento, na 
MEC e no músculo esquelético de idosos.  
As recomendações do Colegio Americano de Medicina Esportiva (ACSM, 
2011), propõem que o exercício físico é necessário para melhorar e manter a saúde 
da população idosa, com atividades que incluam exercícios aeróbicos, treinamento 
de força, flexibilidade e equilíbrio. As evidências para prescrição de exercícios de 
alongamento têm preconizado duração entre 30-60 segundos, para grandes grupos 
musculares, sendo que para ganhos de flexibilidade recomenda-se tempo total de 
60s para cada grupamento alongado, 3-4 repetições. Quanto a frequencia semanal, 
incrementos na flexibilidade têm sido obtidos entre 2 a 3 vezes por semana, no 
entanto, para ganhos mais expressivos recomenda-se 5 vezes por semana, e para 
manutenção 1 vez por semana.  
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Em relação aos efeitos promovidos pelo exercício de alongamento muscular, 
estes podem ser divididos em agudos e crônicos. Considera-se efeito agudo do 
alongamento muscular resultados imediatos e em curto prazo (KOKKONEN et al., 
1998, NELSON et al., 2005; KOKKONEN et al., 2007, BARANDA e AYALA, 2010; 
KAMIKAWA et al., 2013). Já os efeitos crônicos representam os resultados tardios 
do alongamento que podem durar dias, semanas e meses (KOKKONEN et al., 2007, 
BARANDA e AYALA, 2010) (COUTINHO et. al, 2004; GAJDOSIK et. al, 2005; 
SECCHI et. al, 2008; WEPPLER e MAGNUSSON, 2010). 
Estudos experimentais a respeito dos efeitos do exercício de alongamento no 
músculo esquelético apresentam resultados importantes para direcionamento da 
prescrição deste exercício na prática clínica (COUTINHO et al., 2004; COUTINHO et 
al., 2006; GOMES et al., 2004; PEVIANI et al., 2007; PEVIANI et al.,2009). 
Entretanto, todos estes estudos realizaram o alongamento de forma manual, ou seja, 
sem monitoramento da força aplicada para promover tal estímulo, assim, para 
replicabilidade dos estudos e extrapolação dos resultados para humanos, julga-se 
importante o monitoramento da força aplicada para induzir o alongamento muscular 
em animais experimentais.  
Considerando que a síntese de colágeno no músculo esquelético foi observada 
em humanos, como resposta aguda ao exercício (LANGBERG et al., 1999; MOORE 
et al., 2005; MILLER et al., 2005), e que em ratos jovens verificou-se que o 
alongamento pós-imobilização induziu a reorganização molecular do colágeno e 
hipertrofia muscular (COUTINHO et al., 2006), dessa forma, justifica-se a análise 
dos efeitos agudos do exercício de alongamento mecanicamente induzido, na 
histomorfometria e modulação do colágeno, no músculo de ratas idosas. Portanto, 
os principais objetivos da presente tese foram: 1- desenvolver e validar aparato para 
alongar mecanicamente o músculo esquelético de ratos; 2- avaliar os efeitos agudos 
do alongamento mecânico passivo estático na morfologia, sarcomerogênese e 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
 
 O processo de envelhecimento é dinâmico e irreversível e caracteriza-se por 
vulnerabilidade às agressões dos meios interno e externo. É dito senescência, 
quando o envelhecimento biológico ocorre de forma fisiológica e senilidade quando é 
patológico (ROCHA, REIS e TEIXEIRA, 2010).  
 De acordo com Rocha, Reis e Teixeira (2010), o envelhecimento é um 
processo altamente complexo associado à deterioração e à reestruturação de 
funções em todo o sistema do corpo humano. Dentre os sistemas do organismo, os 
que mais sofrem efeitos desse processo são o nervoso, o endócrino, o imunológico 
e músculo-esquelético. O envelhecimento músculo-esquelético afeta diretamente a 
massa e a força musculares, o equilíbrio e várias habilidades funcionais (BALLAK et 
al., 2014). Dessa forma, análises aprofundadas desse sistema tornam-se 
fundamentais para a investigação dos efeitos de exercícios físicos no idoso. 
2.1. ENVELHECIMENTO DO MÚSCULO-ESQUELÉTICO 
 
 O envelhecimento é acompanhado do declínio progressivo da massa 
muscular e da capacidade de gerar força, processo conhecido como sarcopenia 
(BALLAK et al., 2014; FIELDING et al., 2011) que se inicia entre 40 e 60 anos de 
idade (FAULKNER et al., 2007). Presume-se que esses declínios na função e massa 
muscular, tenham relação direta com o aumento dos índices de quedas, transição 
para um estilo de vida dependente e redução na qualidade de vida dos idosos 
(BALLAK et al., 2014). Sendo assim, a sarcopenia, devido as suas consequências, é 
considerada um dos principais problemas clínicos e fisiológicos na geriatria e 
gerontologia (FRONTERA et al., 2008), e a redução da força muscular, característica 
do processo de envelhecimento é denominada, dinapenia (CLARK e  MANINI, 
2008). 
De acordo com Clark e Manini (2008), o conceito de dinapenia foi criado para 
diferenciar a perda de massa muscular da perda de força muscular, pois, a perda de 
massa muscular (sarcopenia) não explica por si só a perda de força muscular 
(dinapenia). A perda da força e potência muscular que ocorre com o avançar da 
idade está relacionada a fatores miogênicos e neurais, e estão fortemente 
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correlacionadas com o risco de quedas (LORD et al., 2002; PIJNAPPELS et al., 
2008).  A preferencial atrofia de fibras musculares do tipo II, denervação dos 
motoneurônios, maior coativação da musculatura antagonista e diminuição dos 
níveis de atividade física em idosos são algumas das causas da dinapenia (MISZKO 
et al., 2003). 
 O mecanismo de envelhecimento do músculo-esquelético não é totalmente 
elucidado, entretanto, Mann e colaboradores (2011) sugerem, em revisão 
sistemática, que este mecanismo pode estar relacionado a alterações hormonais, 
fatores inflamatórios e modificações na ingestão calórica e de proteínas, e também 
possa ocorrer por modificações ou declínio dos sistemas nervoso central e 
periférico. Além disso, o envelhecimento músculo-esquelético está associado à 
presença intramuscular de tecido adiposo e outros tecidos não contráteis, os quais 
causam redução da qualidade muscular (RYALL, SCHERTZER e LYNCH, 2008). 
Em relação à sarcopenia, sabe-se que tal processo é relacionado a 
alterações na arquitetura do músculo-esquelético, tais como, redução do tamanho 
do músculo, ou seja, os fascículos musculares diminuem seu comprimento e com 
ângulo de penação menor (NARICI et al., 2003; MORSE et al., 2005). 
 Considerando que a arquitetura muscular é determinante para a mecânica 
muscular, isto é, influencia diretamente na relação comprimento-tensão muscular e 
força-velocidade (LIEBER e FRIDEN, 2000), o conhecimento das características 
estruturais do ângulo de penação, comprimento muscular, espessura muscular e 
área de secção transversa das fibras musculares  são de extrema importância para 
compreensão dos declínios físicos que ocorrem com o envelhecimento (PEIXINHO 
et al.,2014). 
Além disso, essas alterações são mais pronunciadas na mulher do que no 
homem e, histologicamente, em ratas anestras, foi observado menor número de 
miofibrilas, bem como aumento dos espaços interfibrilares, alteração da disposição 
estrutural das miofibrilas, de poligonais para arredondadas, caracterizando a 
sarcopenia (MOREIRA et al., 2005). Ainda, em ratas idosas (28-30 meses) a área de 
secção transversa apresentou-se 30% menor comparada com ratas entre 9-10 
meses (HOLLOSZY et al., 1991). 
28 
 
O estresse oxidativo é um dos fatores que desencadeia a apoptose, isso se 
deve ao desequilíbrio entre as concentrações de oxidação e antioxidação, as quais 
são características desse processo (KREGEL e ZANG, 2007). Tem sido 
demonstrado que o envelhecimento aumenta a concentração de estresse oxidativo 
no músculo-esquelético (SIU e PISTILLI, 2008), o que desencadeia processo 
inflamatório crônico (HOWARD et. al, 2007) e disfunção mitocondrial (MENG e YU, 
2010). Ainda em relação a apoptose, existe uma citocina que também pode 
desencadeá-la e tem sua concentração elevada com o processo de envelhecimento, 
o TNFα (fator de necrose tumoral-α), a qual também está presente no processo 
inflamatório (PHILLIPS e LEEUWENBURGH, 2005).  
Além de preditor de mortalidade, o aumento nos processos inflamatórios que 
ocorrem com o envelhecimento pode ser responsável por várias condições comuns 
do idoso, como perda óssea, anemia, sarcopenia e, consequentemente, síndrome 
de fragilidade (ROCHA, REIS e TEIXEIRA,2011). 
Um estudo realizado com 3.075 homens e mulheres com idade entre 70 ± 79 
anos demonstrou que área de secção transversa dos músculos da coxa e a força de 
extensão do joelho e de preensão manual apresentaram relação negativa com as 
concentrações de citocinas inflamatórias (IL-6, TNF-α e IL-1b) (VISSER et al., 2002). 
Tais achados indicam que maiores concentrações de fatores inflamatórios tendem a 
produzir reduções sobre a capacidade de produzir força em idosos. 
Analisando que a redução da capacidade de produzir força e atrofia muscular 
em idosos, ocorre tanto na sarcopenia quanto na caquexia, cabe ressaltar a 
diferença entre estas. De acordo com Hall et al. (2011)  a sarcopenia é multifatorial e 
ocorre devido ao processo de envelhecimento, sendo que, questões comuns 
relacionadas ao envelhecimento, tais como: redução da absorção de aminoácido, 
que leva a decréscimo da atividade anabólica e consequente diminuição da massa 
muscular, associada a redução da atividade física e atividade dos motoneurônios, 
contribuem para a atrofia muscular e consequente, sarcopenia. Já a caquexia é 
decorrente de alterações fisiológicas induzidas por doenças (FIGURA 01) (HALL et 
al., 2011). As citocinas inflamatórias desempenham papel fundamental na indução a 
sarcopenia e caquexia, sendo que, o processo inflamatório agudo, decorrente de 
doenças, induz a caquexia e, o processo inflamatório crônico, decorrente do 
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processo de envelhecimento, leva a sarcopenia (HALL et al., 2011).  Sendo que, a 
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Figura 1: Diferença entre Sarcopenia e Caquexia. Adaptado de Hall et al. (2011).  
 
A sarcopenia é mais acentuada nas mulheres a partir da meia idade, devido à 
menopausa, que está associada à diminuição dos hormônios femininos que induzem 
alterações no músculo esquelético e ósseo (DIONE, 2000; COOPER, 2008). Com 
relação ao tecido muscular, ocorrem mudanças nas propriedades contráteis devido a 
capacidade reduzida de sintetizar novas proteínas e o desequilíbrio entre síntese e 
degradação das proteínas musculares, aumento do tecido conjuntivo e de gordura 
intramuscular, diminuição da área de secção transversa das fibras musculares e 
diminuição do número de receptores de estrôgeno no músculo (KADI et al., 2002; 
MALTAIS et al., 2009).  
Sabe-se que o tecido muscular é envolvido externamente por uma membrana 
de tecido conjuntivo, chamada epimísio. E, as fibras musculares presentes no 
músculo são separadas por septos, que agrupam de dez a cem fibras musculares 
em fascículos, estes septos também oriundos de tecido conjuntivo são chamados de 
perimísio. Este tem a função de envolver o ventre muscular para proteger e manter 
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as fibras e fascículos organizados para potencializar a ação muscular (JUNQUEIRA 
e CARNEIRO, 2012). Tanto o epimísio quanto o perimísio contém quantidades 
maiores de fibras de colágeno tipo I (fibras colágenas propriamente ditas) que fibras 
reticulares (formadas por colágeno tipo III) (KETEYIAN e FOSS, 2000). Cada fibra 
muscular existente no feixe está envolvida pelo endomísio onde há predomínio de 
fibras reticulares (KETEYIAN e FOSS, 2000). Nesse sentido, para que ocorra a 
contração muscular, faz-se necessária interação do sistema não contrátil com 
sistema contrátil, sendo que, a primeira estrutura a ser atingida mediante estímulo 
mecânico é a matriz extracelular (DE DEYNE, 2001). 
2.1.2  Matriz extracelular (MEC) e a regulação do c olágeno 
 
A MEC é constituída por proteínas (colágenos, proteoglicanas e 
glicoproteínas) organizadas e estruturadas de forma a fornecerem suporte e 
proteção para as fibras musculares, desempenhando ainda uma função na 
transmissão de força e resistência elástica ao tecido (KOSKINEN et al., 2002; 
CARMELI et al., 2005; KJAER, 2004, KRAGSTRUP, KJAER e MACKEY,2011). Os 
principais componentes da MEC do músculo esquelético são os colágenos fibrilares 
do tipo I e III e o colágeno não fibrilar do tipo IV, localizado principalmente na 
membrana basal muscular (KOSKINEN et al., 2002, CALVI et al., 2012).  
Sabe-se que o colágeno no tecido muscular tem uma função estrutural, 
conectando as fibras musculares para garantir seu alinhamento. O colágeno confere 
resistência à tração das fibras musculares, mais especificamente, as pontes 
cruzadas inter e intramoleculares, orientação, densidade, força de atrito entre as 
fibras e, interações física e química com outros componentes estruturais da MEC 
(CALVI et al., 2012). 
O colágeno é a proteína mais abundante, constituindo 20-25% de todas as 
proteínas do corpo. Atualmente são conhecidos 19 tipos, predominando nos 
músculos os dos tipos I, III, IV e V. O tipo I é encontrado principalmente no epimísio 
e em menor quantidade no perimísio, sendo também localizado na pele, ossos, 
ligamentos e tendões (TAKALA e VIRTANEN, 2000). Suas fibras são as mais 
tolerantes ao estresse e apresentam alta força tênsil e limitada elasticidade, sendo, 
portanto, as mais adaptadas para a transmissão de força (HAN et al., 1999) 
longitudinal (MATTIELO-SVERZUT et al., 2013), e é predominante no músculo 
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envelhecido (MATTIELO-SVERZUT et al., 2013; HINDLE et al., 2009). Do aspecto 
biomecânico, o colágeno tipo I representa a força tênsil durante a aplicação de uma 
carga na fase elástica e o colágeno tipo III representa a complacência tecidual 
durante ciclo de deformação tempo-espaço (MATTIELO-SVERZUT et al., 2013).  
O colágeno tipo III predomina no perimísio e endomísio (SALONEN et al., 
1985), e apresenta estrutura e organização semelhante ao do tipo I, porém, suas 
fibras são mais elásticas e de menor espessura (HAN et al., 1999). O tipo IV 
localiza-se na membrana basal, formando um suporte para ela (HAN et al., 1999). 
No endomísio, encontram-se os tipos I, III e V (KOVANEN, 2002), sendo este último 
encontrado em menor quantidade, representando 5% do colágeno total (JÓZSA et 
al., 1990). 
Além disso, a relação entre colágeno tipo I e III é considerada mais importante 
do que suas concentrações absolutas individuais, onde maior concentração do 
colágeno tipo III em relação ao colágeno tipo I é considerado favorável. Essa 
proporção afeta as propriedades mecânicas do músculo, potencializando o 
desempenho e conferindo proteção das miofibrilas contra ferimentos, formando uma 
estrutura mais favorável para a transmissão das altas cargas (MATTIELO-SVERZUT  
et al., 2013) 
As proteínas da MEC fazem conexão com a fibra muscular por meio das 
integrinas, que são proteínas presentes na membrana da fibra. Quando o estímulo 
de tensão é transmitido à MEC conseqüentemente ocorre a ativação das integrinas 
e então esse sinal é transmitido para dentro da célula. Essa transmissão ocorre pela 
ativação de uma série de proteínas (“cascata de sinalização”) que atingem o núcleo, 
e dessa forma alteram a transcrição de genes músculo-específicos, que 
posteriormente regulam a tradução de proteínas no citoplasma, que pode resultar 
em um aumento da síntese protéica (DE DEYNE, 2001). 
A transmissão de força do complexo músculo-tendão é dependente da 
integridade estrutural tanto das fibras musculares como da MEC e sua resistência 
deve-se a interações inter e intra moleculares, orientação, densidade e comprimento 
das fibras musculares e das de fibras de colágeno (KJAER, 2004). Dessa forma, a 
quantidade e o tipo de estresse mecânico sobre a MEC podem afetar a síntese e/ou 
degradação de seus componentes, alterando sua quantidade e qualidade. Nesse 
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aspecto, sabe-se que exercícios com carga são capazes de aumentar a síntese de 
colágeno muscular (TAKALA e VIRTANEN, 2000).  
Por outro lado, em modelos de imobilização, pode-se observar a diminuição 
da expressão gênica do colágeno (HAN et al, 1999) bem como de sua síntese. 
Porém quando o músculo é imobilizado em posição de alongamento essa alteração 
no colágeno não é observada (AHTIKOSKI et al, 2003), indicando que a posição de 
alongamento e o respectivo estresse mecânico causado, parece ser fundamental na 
resposta de adaptação da MEC frente a imobilização muscular.  
Sabe-se que dois fatores de crescimento estão envolvidos na regulação e 
síntese do colágeno após treinamento concêntrico, excêntrico ou isométrico de 
ratos: o TGFβ-1 e o CTGF (HEINEMEIER et al., 2007). Heinemeier e colaboradores 
(2007) mostraram que após esses treinamentos, a expressão gênica do TGFβ-1 foi 
significativamente maior no treino excêntrico quando comparado ao concêntrico, e 
também apresentou aumento intragrupos. Já o CTGF aumentou sua expressão 
gênica apenas nos grupos submetidos aos treinamentos excêntrico e isométrico. 
Dessa forma, sugeriram uma possível conexão entre a expressão gênica dos fatores 
TGFβ-1 e CTGF com a tensão gerada durante o aumento do comprimento músculo-
tendineo promovido pelo exercício excêntrico, pois ambos fatores aumentaram 
significativamente durante este treino. Em contrapartida, quando realizado o 
treinamento concêntrico em ratos, não houve alteração da expressão gênica do fator 
CTGF e o TGFβ-1 não apresentou aumento expressivo (HEINEMEIER et al.,2007). 
No músculo-esquelético o aumento da expressão gênica do TGFβ-1 em 
humanos foi observado em resposta ao estímulo causado pelo exercício excêntrico 
(HAMADA et al., 2005), e em ratos tal aumento foi verificado como resposta aguda a 
exercícios de resistência excêntrica e concêntrica (GAVIN e WAGNER,2001). 
Heinemeier e colaboradores (2007) afirmam que o aumento na expressão gênica do 
TGFβ-1 está diretamente relacionada com a produção da MEC, induzida pela tensão 
muscular gerada pelo treinamento excêntrico agudo. O TGFβ-1 é um importante 
mediador da síntese de colágeno, a qual é mecanicamente induzida em fibroblastos 
(YANG et al.,2004; LI et al.,2013). 
Aoki et al (2009) encontraram aumento da expressão do gene miostatina em 
ratos jovens, imobilizados em posição de alongamento durante 24h, verificando que 
o efeito agudo do alongamento seria a regulação negativa do trofismo muscular. 
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Miostatina é um regulador negativo do crescimento muscular e pertence à 
superfamília TGF-β. Sabe-se que altas concentrações de TGFβ-1 no tecido 
muscular, estão relacionadas a formação de tecido fibrótico, o que prejudica o 
desempenho muscular levando a atrofia muscular (BURKS e CONH,2011, SMITH et 
al.,2007). 
Peviani et al (2007) mostraram que única sessão de 10 repetições de 
alongamento passivo mantido por 1 minuto cada repetição, no sóleo de ratos jovens 
aumentou os níveis de RNAm da MyoD, miostatina e atrogina-1. Os autores 
sugerem que tal protocolo de alongamento promoveu modificação nas vias da 
hipertrofia, pelo aumento da myo-D e da atrofia muscular devido elevação da 
miostatina e atrogina-1. 
A expressão gênica do CTGF, um potente estimulador da síntese de colágeno 
pode ser aumentada por estímulo mecânico (SCHILD e TRUEB, 2002). Além disso, 
o CTGF é parcialmente responsável pela indução da síntese de colágeno, agindo 
em conjunto com o TGFβ-1 (DUNCAN  et al.,1999). Seria interessante avaliar se 
esses fatores também são regulados pelo estímulo de alongamento muscular em 
idosos. 
Além da indução da síntese do colágeno após treinamento, tem sido sugerido 
também a ocorrência de mudanças na estrutura do colágeno pelo envolvimento 
tanto do aumento da ligação entre suas fibrilas (KOVANEN et al., 1984; KUBO et al. 
2002) como da degradação (LANGBERG et al., 2001; OLESEN et al., 2006). 
Na regeneração regulada do músculo ocorre resposta inflamatória transitória 
após a lesão, o que inclui a quimiotaxia dos fatores de crescimento, citocinas, 
macrófagos e fibroblastos. Isto é seguido pela ativação e proliferação de células 
satélites. Uma vez ativado, mioblastos diferenciam-se em miócitos e então se 
fundem a miofibrila, exibindo núcleos centrais. Este processo é principalmente 
orquestrado pela expressão dos fatores regulatórios miogênicos. Já, na regeneração 
muscular desregulada, não há resposta inflamatória persistente, entretanto, ocorre 
superexpressão de proteínas tais como TGFβ-1 e miostatina, as quais promovem a 
formação de tecido fibrótico para substituir a miofibrila danificada (FIGURA 2). A 
regeneração muscular desregulada é uma característica do processo de 





Figura 2: Regulação e Desregulação da Regeneração Muscular. Adaptado Burks & Cohn (2011)  
 
O TGFβ-1, é conhecido por acelerar o crescimento dos fibroblastos devido a 
suas propriedades fibrinogênicas; é visto como o primeiro fator de indução a fibrose 
em diversos tecidos lesionados; tem impacto negativo na regeneração muscular, 
enquanto que em células musculares hígidas, ele está ausente (YAMAZAKI,1994; LI 
et al., 2004). 
Ainda, em relação ao TGFβ-1, Li e colaboradores (2013) avaliaram o papel 
deste fator na produção de fibrose tecidual pós-contusão muscular em 
camundongos, verificando que um dos efeitos agudos da contusão muscular é a 
produção de TGFβ-1, colágeno e fibrose tecidual. Ainda, de acordo com Conte et al. 
(2011) o bloqueio da atividade do TGFβ-1, inibe a proliferação de colágeno.  
De acordo com Burks e Cohn (2011), o aumento da atividade de TGFβ-1, 
contribui para o enriquecimento do tecido conjuntivo dentro da MEC, criando um 
ambiente que interfere na proliferação e ativação de células satélites e subsequente 
remodelação. Ainda, Maeda e colaboradores (2011), afirmam que a atividade 
elevada de TGFβ-1 promove atraso da recuperação muscular pós-lesão. 
Portanto, é importante analisar o efeito do exercício de alongamento na 
modulação do TGFβ-1 e consequentemente, dos colágenos I e III, no músculo de 
ratas idosas, especialmente devido ao seu envolvimento no processo de fibrose. 
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2.1.2.1 Vias de Sinalização do TGF β-1 
 
A superfamília TGFβ desempenha papel crucial na fisiologia normal e 
patogênese de diferentes tecidos, como regular o equilíbrio de colágeno na matriz 
extracelular e modular as respostas inflamatórias (KUSKO et al., 2012). Entretanto, é 
importante enfatizar que os efeitos desta cascata de sinalização são, 
frequentemente, tecido-específico, desse modo, ditando quais genes alvo serão 
ativados em resposta ao sinal de transdução (BURKS e COHN, 2011). Devido a 
esses multifacetados efeitos nos diferentes tecidos, a desregulamentação da 
cascata de sinalização deste fator, pode levar ao desenvolvimento de uma infinidade 
de doenças (BURKS e COHN, 2011). 
A superfamília de citocinas TGFβ é composta por uma variedade de 
moléculas de sinalização incluindo: isoformas de TGFβ (1 a 3), proteínas 
morfogenéticas ósseas (1 a 20) e fatores de crescimento e diferenciação (GDFs) 
(BURKS e COHN, 2011; WIPFF  et al., 2007). 
A isoforma TGFβ-1 está envolvida no controle da remodelação da matriz 
extracelular (GUO e WANG, 2009). O TGFβ-1 é sintetizado como um precursor que 
é clivado (dividido), no meio intracelular, em um complexo inativo composto por 
TGFβ-1 maduro com porção não-covalente de um peptídeo precursor, denominado 
peptídeo associado a latência (PAL) (BURKS e COHN, 2011). E, sua ativação 
ocorre a nível extracelular, sendo que, ao ser ativado o TGFβ-1pode interagir com os 
receptores tipo I (TβR-II) e tipo II (ALK) (FIGURA 3). O receptor tipo II 
constitutivamente ativo fosforila (ocorre adição de um grupo fosfato para participação 
na regulação de proteínas) e ativa o receptor Smad (R-Smad) tipo I, que por sua vez 
fosforila diretamente Smad2 Smad3 (que são recrutados por proteínas adaptadoras) 
para a transdução de sinal iniciar através de cascatas canônicas (SMITH et al.,2007; 
BURKS e COHN, 2011). Uma vez R-Smad  tenha sido fosforilada, forma um 
complexo com o mediador comum Smad (co-Smad), Smad4, que transloca para o 
núcleo, onde se liga diretamente a elementos definidos no DNA (FIGURA 3) 
(BURKS e COHN, 2011). 
O TGFβ-1 também pode sinalizar através da indução de vias não-canônicas 
incluindo MAPK. A família MAPK consiste em isoformas de quinases com sinal 
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extracelular regulado. Os mecanismos de ativação da MAPK pelo TGF-b1 e as 
conseqüências biológicas são dependentes do tipo específico de célula. A miostatina 
(MSTN) regula negativamente o crescimento muscular, é predominantemente 
expressada no músculo esquelético pela via de sinalização do TGFβ-1 (WIPFF  et 
al.,2007). Um estudo demonstrou que a miostatina induz a ativação da sinalização 
de MAPK, e inibe a via de sinalização AKT/TORC1/p70S6K, podendo provocar 
atrofia muscular (LEE, 2004). 
 
Figura 3– Via de sinalização do TGFβ-1.: I-R-Smad tipo I; II- R-Smad tipo II; TAK – TGFβ-1 quinase- 
ativada; JNK – c-Jun N- quinase terminal;     ligante do TGFβ-1;      Smad 7 envolvido com R-
Smad tipo I;         vias de sinalização percorridas pelo TGFβ-1;     via percorrida pelo ligante do 
TGFβ-1.Adaptado de Burks e Cohn (2011). 
 
 O TGFβ-1 se expressa no tecido conjuntivo durante a miogenese, sendo que 
esta expressão é correlacionada a composição do tipo de fibra que circunda os 
miotubos. Estes miotubos formados após da expressão do TGFβ-1  evoluem para 
fibras lentas (McLENNAN, 1993).  
 Este fator de crescimento tecidual tem sido associado a efeitos negativos na 
regeneração de músculo adulto maduro, devido a inibição da proliferação de células 
satélites, fusão de miofibras e expressão de alguns genes músculo-específicos 
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(ALLEN e BOXHOM,1987). Além disso, o TGFβ-1 induz as células miogênicas 
transformarem-se em células fibróticas após lesão (LI et al.,2005), e estimula a 
síntese de colágeno no tecido muscular (SMITH et al., 2007). 
 Smith e colaboradores (2007) avaliaram o comportamento da expressão do 
TGFβ-1 no músculo gastrocnêmio de ratos submetidos a lesão e posteriormente a 
contração tetânica associada a alongamento (50 repetições com 40 segundos de 
intervalo entre cada repetição), e, após 48h não verificaram alteração na expressão 
de TGFβ-1. Dessa forma sugeriram que o TGFβ-1 possa ter internalizado 
rapidamente por um ligante, o que impossibilitou a detecção de sua forma ativa. 
 Foi demonstrado que a contração ativa de miofibroblastos, libera o TGFβ 
latente da MEC de fibroblastos cultivados (WIPFF et al., 2007). O que em condições 
de homeostasia, suporta a ligação funcional entre força mecânica e TGFβ ativo 
(MAEDA et al., 2011). Porém, com lesão tecidual, os limites do tecido são rompidos, 
comprometendo a integridade da MEC, levando ao desequilíbrio mecânico e 
alteração no mecanismo de mecanotransdução (MAEDA et al., 2011). Esse 
desequilíbrio mecânico, também é evidenciado durante o processo de 
envelhecimento (WU et al.,2011). 
 Assim, no próximo item será detalhado o processo de envelhecimento da 
MEC. 
2.1.3  Envelhecimento da MEC 
 
 O processo de envelhecimento deteriora as propriedades mecânicas do 
tecido muscular, o que contribui para a perda da função e independência dos idosos 
(TRAPPE, 2009). Tal deterioração das propriedades mecânicas do músculo é 
atribuída à redução da massa muscular e das proteína contrateis. Além disso, a 
perda de força muscular relacionada a redução da massa muscular, e mudanças na 
matriz extracelular (MEC), também contribuem para o processo de declínio das 
propriedades mecânicas (TRAPPE, 2009; NARICI e MAFFULLI, 2010; 
KRAGSTRUP, KJAER, MACKEY, 2011). 
 As mudanças estruturais, bioquímicas e celulares da MEC, levam ao aumento 
da rigidez muscular e consequente redução da função com o envelhecimento. A 
concentração de colágeno, de mediadores enzimáticos das ligações cruzadas de 
colágeno e de produtos finais de glicação avançada (AGE), parecem levar ao 
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aumento da deposição de colágeno no músculo idoso . Essas concentrações 
também estão relacionadas à alteração nas proporções de colágeno tipo I e III no 
músculo idoso (KRAGSTRUP, KJAER e MACKEY, 2011; MATTIELLO-SVERZUT et 
al., 2013). Além disso, o envelhecimento da MEC está associado à alteração da 
mecanotransdução, redução da ativação de células satélites e retardo das respostas 
quimiotáxicas inflamatórias (KRAGSTRUP,KJAER e MACKEY,2011). A figura 4 
exemplifica o mecanismo de envelhecimento da MEC no musculo-esquelético. 
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Figura 4: Mudanças da MEC com o processo de envelhecimento. As linhas em vermelho representam 
deposição de colágeno I na MEC; Linhas azuis representam deposição de colágeno III na MEC. 
Adaptado Kragstrup, Kjaer e Mackey (2011). 
  
Kodama e colaboradores (2012) avaliaram os efeitos da imobilização e 
remobilização nas propriedades mecânicas do músculo gastrocnêmio de ratos 
adultos (com 5 meses) e idosos (com 15 meses). O protocolo do estudo consistiu 
em: período de imobilização em encurtamento da pata esquerda, de 7 dias; 
remobilização livre (andar na gaiola) por sete dias ou após dois dias de 
remobilização livre, um grupo de animais foi submetido a cinco sessões diárias, com 
25 minutos cada, durante 5 dias, de exercícios aquáticos (natação). Após este 
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período, os animais foram ortotanasiados e o músculo gastrocnêmio foi submetido a 
ensaio de tração mecânica, sendo avaliados, a carga, alongamento no limite máximo 
e rigidez. Os autores verificaram que a imobilização foi capaz de induzir alterações 
nas propriedades mecânicas, reduzindo a capacidade do músculo de suportar 
cargas tanto nos animais adultos como nos idosos, sendo que no grupo de ratos 
idoso essas alterações foram significativamente maiores. E ainda, no grupo idoso, a 
remobilização livre não demonstrou efeitos no curto período pós-imobilização e a 
remobilização por meio de exercício físico apresentou uma tendência ao aumento da 
carga, que não foi suficiente para restabelecê-la aos níveis de normalidade. Dessa 
forma, concluíram que o fator idade ou envelhecimento pode interferir de maneira 
negativa na resposta de recuperação do tecido muscular no que diz respeito à 
propriedade mecânica de alongamento no limite máximo no período pós-
imobilização. 
 Neste sentido, Järvinen e colaboradores (2002) demonstraram alterações na 
organização e nas características estruturais das fibras de colágeno, como aumento 
do número de fibras orientadas perpendicularmente, fibras mais estreitas, 
numerosas e menos resistentes à tensão em ratos jovens submetidos a imobilização 
dos músculos gastrocnemio, sóleo e tibial anterior. De um modo geral, as alterações 
quantitativas e qualitativas no tecido conjuntivo intramuscular, decorrentes da 
imobilização, podem contribuir para a redução das propriedades biomecânicas do 
músculo esquelético imobilizado. 
Segundo Abdalla et al. (2009), o exercício induz o alinhamento funcional das 
fibras colágenas e Stone (1988) afirma que o exercício físico resistido pode 
aumentar a resistência do tecido conjuntivo e a massa muscular, tornando o 
músculo mais resistente. 
De acordo com Kamikawa e colaboradores (2013) o exercício de 
alongamento repetitivo, afeta continuamente a mudança da conformação da matriz 
extracelular, e o exercício de alongamento contínuo, afeta o estimulo mecânico da 
MEC em uma única vez. Dessa forma, verificaram que o alongamento repetitivo foi 
mais eficaz do que alongamento contínuo, pois, funciona como forma cumulativa. 
Neste estudo, foram utilizados 2 grupos de camudongos, onde, um grupo realizou 
alongamento balístico passivo manual , com 15 repetições por minuto, com duração 
total de 15 minutos, realizado diariamente no músculo gastrocnemio direito, durante 
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uma semana. E, o outro grupo, realizou o mesmo protocolo 4 vezes por semana, 
durante uma semana. Apesar das diferenças apontadas entre o alongamento 
passivo repetitivo e contínuo, os autores afirmam que o exercício de alongamento 
passivo, independente do protocolo realizado, é útil para a prevenção e manutenção 
do trofismo muscular (KAMIKAWA et al., 2013). 
As mudanças funcionais decorrentes do envelhecimento da MEC não foram 
estudadas somente em relação à rigidez, mas também sobre a transmissão lateral 
de força, força isométrica, potência e tensão ativa (KRAGSTRUP, KJAER e 
MACKEY,2011).  
Alnaqeeb et al (1984) constataram que o músculo idoso apresenta 
exponencial  diminuição na tensão ativa com envelhecimento e Haus et al (2007) 
demonstraram redução na força isométrica máxima e potência. Além disso, 
Alnaqueeb et al (1984) encontraram aumento da rigidez muscular correlacionada ao 
aumento da concentração de colágeno, sugerindo relação positiva entre rigidez-
colágeno-MEC. 
Segundo Kragstrup, Kjaer e Mackey (2011), as alterações na MEC que 
acontecem com o processo de envelhecimento, contribuem para a deterioração da 
função muscular. Ainda, Ramaswamy et al. (2011) verificaram que durante o 
envelhecimento do músculo esquelético, o acúmulo de componentes da lâmina 
basal e tecido conjuntivo estão diretamente relacionados com a redução de 
degradação das proteínas da MEC, o que contribui para a rigidez muscular. 
Sendo assim, é importante o estudo de intervenções que visem minimizar tais 
alterações, a fim de manter a funcionalidade muscular do idoso.  
2.2 Mecanismo de Mecanotransdução 
 
 A mecanotransdução se refere ao processo pelo qual o corpo converte um 
estímulo mecânico em resposta celular (KHAN e SCOTT, 2012; GUSMÃO e 
BELANGERO, 2009). Esta resposta celular promove mudanças estruturais no 
músculo. O exercício físico atua como estímulo mecânico, o qual promove 
perturbação física para as células, que é transformada em variedade de sinais 
químicos intra e extra celulares (KHAN e SCOTT, 2012). 
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 As reações bioquímicas em cadeia, induzidas pelo estímulo mecânico atuam 
em nível celular e podem causar inibição da apoptose, aumento da proliferação 
celular, alteração na migração celular, entre outros efeitos (GUSMÃO e 
BELANGERO, 2009). 
O estímulo mecânico gerado pelo alongamento muscular é transmitido para a 
fibra muscular através da MEC, passando pelo sarcolema, atingindo moléculas 
intracelulares e o sistema contrátil (FIGURA 5) (DE DEYNE, 2001; SHAH et al., 
2004; SALVINI et al., 2012). De Deyne (2001) descreveu que as interações entre o 
sistema não contrátil e o sistema contrátil ocorrem na seguinte seqüência: 
1. fibras colágenas (matriz extracelular); 2. glicoproteínas (laminina, 
fibronectina); 3. fosforilação de proteínas integrais de membrana, como 
integrina e distroglicanas; 4. ativação do complexo do citoesqueleto, 
constituído por proteínas do costâmero, tais como: talina, vinculina, desmina, 
distrofina, b-espectrina e outras; 5. citoesqueleto não contrátil, como a- 
actinina e filamentos intermediários; 6. sistema contrátil. 
 
 
Figura 5: Mecanismo de mecanotransdução celular. O estímulo de tensão promovido, por exemplo, 
pelo alongamento, é transmitido aos componentes da MEC que por sua vez ativam as integrinas de 
membrana. Essa ativação promove uma cascata de sinalização intracelular, alterando a transcrição 





Segundo Salvini e colaboradores (2012), é pelo mecanismo de 
mecanotransdução que um estímulo mecânico causa uma série de alterações 
intracelulares, como o aumento da síntese proteica e, consequentemente, da força 
muscular e da amplitude articular. 
O estímulo mecânico imposto ao músculo, durante o alongamento se dissipa no 
sentido longitudinal e lateral das fibras musculares. Street (1983) verificou  que 80% 
da transdução de força ocorre no sentido lateral (de miofibrila para miofibrila), ocorre 
através de estruturas identificadas como costâmeros, as quais estão associadas às 
linhas Z. Dessa forma, sugere-se que a transmissão de força, que ocorre no sentido 
longitudinal, atinja por último a região miotendínea, por isso são descritos altos 
índices de lesões nessa região durante a sobrecarga (BEST et al., 1994). No 
costâmero, encontram-se importantes proteínas, como a distrofina, espectrina, 
anquirina, vinculina, distroglicanas e certas integrinas, que também estão presentes 
na junção miotendínea, por isso o importante papel do complexo do costâmero na 
transdução do sinal. 
 Durante cada tipo de contração: concêntrica, isométrica e excêntrica, a 
transmissão de força lateral estabiliza o comprimento dos sarcômeros e força da 
fibra para o epimisio (STREET, 1983). Estas ligações para transmissão da força 
lateral são críticas durante cada tipo de contração, mas é expressivamente crítica 
durante a contração excêntrica, quando as forças são mais desenvolvidas quando 
comparadas com a contração isométrica (LI et al. 2006).  
Algumas proteínas do costâmero, como a distrofina, distroglicanas e 
integrinas estão envolvidas nas ligações entre a MEC e o citoesqueleto, as quais 
contribuem significativamente na via de transmissão de força lateral (GUSMÃO e 
BELANGERO, 2009).  
 Têm-se descrito que as integrinas, glicoproteínas transmembrana que 
mantêm as interações do citoplasma com a MEC e com outras células, 
desempenham importante papel na captação do sinal mecânico e transmissão para 
o citoplasma e ativação de uma cascata de reações (SHAH et al., 2004). Além disso, 
é dito que a região das integrinas é considerada a mais importante para a 
mecanotransdução. Ainda, possuem papel de integrar o interior da célula 
(citoesqueleto) com a MEC, e as diferentes combinações de suas subunidades α e β 
determinam a especificidade de ligação das integrinas aos componentes da MEC, 
do citoesqueleto e proteínas citoplasmáticas (GUSMÃO e BELANGERO, 2009). 
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Os eventos desencadeados pela ativação das integrinas após o estímulo 
mecânico incluem: alterações da expressão de alguns genes e de fatores de 
crescimento, bem como na proliferação, diferenciação e apoptose (CLARK e 
BRUGGE, 1995; SCHWARTZ et al., 1995). 
Acredita-se que, após a deformação mecânica da membrana plasmática, 
ocorre alteração conformacional das integrinas, criando, em sua estrutura química, 
sítios de alta afinidade para reações químicas, resultando em ligações com outras 
integrinas e componentes do citoesqueleto. Em outras palavras, o estímulo 
mecânico funciona como uma enzima, que catalisa a reação bioquímica (GUSMÃO 
e BELANGERO,2009). 
A transmissão do sinal, através da interação da integrina com a MEC, 
inicialmente ocorre pela formação de um complexo de adesão focal, que envolvem 
proteínas como a vinculina, talina, a- actinina, as quais são necessárias para que 
ocorra a ligação entre as integrinas e o citoesqueleto (HOSHIJIMA et al., 1998). Em 
músculo mantido em posição de alongamento ocorre aumento do complexo de 
adesão focal e subseqüente fosforilação de quinase de adesão focal (FAK), um dos 
sinais iniciais para a transdução do sinal mecânico (FLUCK et al.,1999). Assim, o 
complexo de adesão focal pode ser considerado como um sítio “chave” de captação 
de sinais durante os estímulos mecânicos que induzem a hipertrofia muscular 
(FLUCK et al., 1999). 
 
Várias moléculas de sinalização estão conectadas com as integrinas, tais 
como: quinase de adesão focal (FAK); proteína quinase C, proteínas quinase 
ativadora de mitógeno, fosfatidilinositol-3 quinase (PI-3 Kinase); Ras e Rho  
(GUSMÃO e BELANGERO, 2009). 
Carson e Wei (2000) relataram aumento da atividade das FAKs em músculos 
de ratos submetidos ao alongamento contínuo, atribuindo as FAKs um importante 
papel como regulador do crescimento celular (hipertrofia). Têm sido postulado que a 
Rho é uma forte candidata a mediar a integração de estímulos, regulando fatores de 
crescimento local e transcrição, principalmente na primeira semana de imobilização 
na posição de alongamento (CARSON e BOOTH, 1998). Estudos mostram que a 
proteína Rho está envolvida na ativação do fator de resposta ao soro (SRF), os 
quais, quando ativados (Rho e SRF) aumentam a expressão do fator regulatório 
miogênico myo-D, envolvido nos processos de desenvolvimento, diferenciação, 
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regeneração e hipertrofia musculares (SABORIN e RUDNICKI, 2000; CARNAC et 
al., 1998). 
Outras duas proteínas, a CARP e a Ankrd2 (também conhecida como Arpp), 
estão envolvidas na transdução do sinal do sarcômero para o núcleo, quando o 
músculo é submetido a estresses, como alongamento e denervação (KOJIC et al., 
2004; KEMP et al., 2000). Tem sido demonstrado que a Ankrd2, proteína 
sarcomérica encontrada na banda I, forma um complexo com a telotonina (proteína 
ligadora de titina), titina, miopaladina e calpaína protease p94, a qual atua como 
sinalizador e regulador da expressão de genes, como p53 (responsável pela 
diferenciação de mioblastos), em resposta ao estresse muscular, se comportando 
como um mensageiro molecular entre o citoplasma e o núcleo (KOJIC et al., 2004). 
Em músculos submetidos ao alongamento contínuo, foi encontrado aumento na 
expressão do gene da Ankrd2. Assim, pode-se concluir que a linha Z não atua 
apenas ancorando proteínas e sim como uma estrutura sinalizadora de estresse 
muscular, fazendo a transdução de sinais entre o sarcômero e o núcleo (BEAN et 
al., 2008; KOJIC et al., 2004). 
Wipff e colaboradores (2007) demonstraram que a contração ativa de 
miofibroblastos, libera o TGFβ latente da MEC de fibroblastos cultivados. Isto 
suporta a ligação funcional entre força mecânica e TGFβ ativo, em condições de 
homeostasia, cada célula detecta sinais mecânicos dentro de uma gama distinta de 
magnitude (MAEDA et al., 2011). E, após a lesão tecidual os limites do tecido se 
desintegram e a arquitetura da MEC foi consideravelmente interrompida, causando 
desequilíbrio mecânico para as células e alteração no mecanismo de 
mecanotransdução (MAEDA et al.,2011). Esse desequilíbrio mecânico, também foi 
evidenciado durante o processo de envelhecimento (WU et al., 2011). 
  
2.3.1 Efeitos do Envelhecimento no Mecanismo de Mecanotransdução 
 
 A manutenção da massa muscular e funcionalidade refletem diretamente na 
qualidade de vida dos idosos (WU et al., 2011). Como descrito anteriormente, a 
sarcopenia é caracterizada pela diminuição da massa muscular e tem forte 
correlação com a redução da força muscular. 
 A carga mecânica e a atividade contrátil desempenham papel fundamental na 
regulação da massa muscular e, alterações na descarga de peso podem levar a 
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remodelação estrutural do músculo (WU et al., 2011).  Apesar de alguns estudos em 
humanos e animais demonstrarem que o músculo envelhecido mantém a 
capacidade de hipertrofiar, a resposta deste músculo aos estímulos mecânicos é 
diminuída (CARSON et al., 1996; BLOUGH e LINDERMAN, 2000; PEHME et al., 
2004; KOSEK e BAMMAN, 2008). 
 Além disso, a membrana celular do músculo idoso tem maior propensão a 
lesões mecanicamente induzidas (RICE et al.,2006). De acordo com Wu e 
colaboradores (2011), ainda não está esclarecida se esta propensão é relacionada 
ao complexo glicoproteina-distrofina ou a outras estruturas. Entretanto, entender o 
mecanismo de mecanotransdução no músculo idoso, auxilia na prescrição de 
exercícios e estratégias que visem prevenir e tratar as disfunções 
musculoesqueléticas decorrentes do processo de envelhecimento (FIGURA 6).  
Quando o músculo é submetido à tensão passiva, a transdução molecular 
vem do aumento da AKT/proteína kinase B (uma serina/treonina kinase) que é 
importante componente sinalizador da regulação do metabolismo celular, 
crescimento e sobrevida de vários sistemas. O músculo pode adaptar-se ao 
alongamento passivo por meio da fosforilação de kinases e por meio de fatores de 
crescimento secretados pela própria célula (DE DEYNE, 2001).   
 Contudo, durante o processo de envelhecimento, a expressão gênica basal 
dos  fatores mecânicos de crescimento (MGF – fator de crescimento mecânico; IGF 
–fator de crescimento insulínico) está reduzida, enquanto que, a via de expressão 
gênica TGFβ/Miostatina está aumentada, fato que, potencializa a deposição de 
colágeno e tecido fibrótico no músculo (LI et al., 2013). Além dessas alterações no 
mecanismo de mecanotransdução, ocorre aumento na fosforilação basal do MAPK, 
enquanto a atividade da Akt é reduzida (WU et al., 2011), isto reflete negativamente 
na adaptação do músculo esquelético idoso ao estímulo mecânico, por exemplo, no 





Figura 6: Mecanotransdução desregulada devido a processo de envelhecimento. IGF – fator de 
crescimento insulínico; p-AKT – proteína quinase B  fosforilada; AKT – proteína quinase B; MAPK – 
proteína quinase ativada por mitógeno; p-p70S6k – fosfo –p70 quinase S6; ActRIIb – receptor de 
activina tipo II.  Adaptado de Wu et al. (2011).  
 
Tais alterações relacionadas as vias de sinalização de fatores mecânicos de 
crescimento muscular promovem mudanças mecânicas no músculo idoso, o que 
aumenta a vulnerabilidade à lesão. De acordo com Ramaswamy e colaboradores 
(2011), a transmissão de força lateral diminuiu em ratos idosos (com 30-33 meses) 
quando comparados com ratos jovens (3 meses), e em ratos muito idosos (com 36-
38 meses) quando comparados com ratos idosos. Além disso, esses autores 
demonstraram decréscimo na expressão gênica da distrofina e espessamento da 
lâmina basal de ratos muito velhos. Neste sentido, é proposto que a transmissão de 
força lateral atua na proteção do músculo contra lesões e é importante para 
recuperação pós-lesão (BLOCH e GONZALES-SERRATOS, 2003). Dessa forma, o 
decréscimo na transmissão de força lateral contribui para o aumento da 
vulnerabilidade muscular a lesão e, para um retardo no processo de recuperação 
muscular pós-lesão pode ser verificado em idosos. Isto sugere que o decréscimo na 
transmissão de força lateral em idosos, ocorre pela deterioração das propriedades 
musculares mecânicas, o que pode ser decorrente de mudanças na interação entre 




Decréscimos da contração muscular contribuem para redução da transdução 
de força, o que leva a alterações na estrutura contrátil, proteínas não-contráteis e 
tecido conjuntivo intra e extramuscular. Assim, a reversão dessas alterações 
depende de estímulo externo, como mobilização precoce e exercício de 
alongamento passivo (CAÇÃO-BENEDINI et al. , 2014). 
 Dessa forma, é importante investigar o efeito do estimulo mecânico 
proporcionado pelo exercício de alongamento no músculo idoso. 
 
2.4 Prescrição de Exercícios de Alongamento para Id osos 
 
Estudos indicam que exercícios de alongamento podem incrementar o 
rendimento em práticas esportivas em adultos jovens (SHIER, 2004; KOKONEN et 
al., 2007; FERREIRA et al., 2007); melhorar a dor musculoesquelética relacionada 
ao trabalho em adulto (MARANGONI et al., 2010); aumentar a flexibilidade e o 
torque em idosas da comunidade (BATISTA et al., 2009); incrementar o 
comprimento músculo-tendíneo, flexibilidade e prevenir perda de torque em idosas 
institucionalizadas (GALLON et al., 2011). No entanto, na literatura que reporta os 
efeitos dos exercícios de alongamento apresenta muita variação nos parâmetros 
para sua prescrição e às vezes ausência de grupo controle e randomização. 
Em relação aos efeitos promovidos pelo exercício de alongamento muscular, 
estes podem ser divididos em agudos e crônicos. Considera-se efeito agudo do 
alongamento muscular resultados imediatos e em curto prazo, ou seja, quando 
promove alongamento do componente viscoelástico da unidade músculo-tendínea, o 
que por sua vez aumenta a ADM e a tolerância ao alongamento (KOKKONEN et al., 
1998, NELSON et al., 2005; KOKKONEN et al., 2007, BARANDA e AYALA, 2010). 
Ainda em relação aos efeitos agudos do exercício de alongamento, são 
considerados agudos os efeitos que duram por segundos, minutos e horas após a 
intervenção (TAYLOR et al., 1990; SHIER, 2004; RYAN et. al 2008; WEPPLER e 
MAGNUSSON, 2010) ou até uma semana (KAMIKAWA et al., 2013). 
Já os efeitos crônicos representam os resultados tardios do alongamento e 
podem levar a aumento do comprimento muscular por adaptação mecânica 
(KOKKONEN et al., 2007, BARANDA e AYALA, 2010), o que pode induzir ao 
48 
 
aumento do número de sarcômeros em série, área de secção transversa das fibras 
musculares, deformação viscoelástica e alteração da relação comprimento-tensão, 
tais efeitos podem durar dias, semanas e meses (COUTINHO et al., 2004; 
GAJDOSIK et al., 2005; SECCHI et al., 2008; WEPPLER e MAGNUSSON, 2010). 
Quando se prescreve exercícios deve-se considerar, o tipo de exercício, 
tempo de manutenção do estímulo, o intervalo entre as repetições, o número de 
repetições, a frequência diária e semanal e a faixa etária, pois, esses parâmetros 
influenciam nos efeitos do programa de alongamento, sejam agudos ou crônicos 
(ZOTZ et al.,2014). Alguns estudos têm investigado os efeitos do alongamento, com 
diferentes tempos de execução, na amplitude de movimentação articular na 
população idosa (ZAKAS et al., 2005; FELAND et al., 2001b). 
  Ao investigar o efeito agudo do exercício de alongamento na população 
idosa Zakas e colaboradores (2005) não encontraram diferenças nos ganhos de 
amplitude de movimento articular, ao comparar três protocolos, sendo: 4 repetições 
com duração de 15 segundos cada, 2 repetições com duração de 30 segundos cada 
ou 1 repetição com duração de 60 segundos. No entanto, quando foi investigado o 
efeito crônico do alongamento em idosos institucionalizados entre 75 e 95 anos, a 
duração da manutenção do estímulo de alongamento com 60 segundos mostrou 
maior efetividade para o ganho de amplitude de movimento articular e para a 
manutenção desse ganho, quando comparados a programas que utilizaram 15 e 30 
segundos de duração (FELAND et al., 2001b). Estes achados demonstram que a 
adaptação muscular ao alongamento difere entre os efeitos agudos e crônicos. 
Ainda em relação aos efeitos agudos do exercício de alongamento no 
músculo esquelético de idosos, foi verificado que um repetição de alongamento 
estático com manutenção de 32 segundos foi suficiente para melhorar a flexibilidade 
em mulheres e homens idosos praticantes de atividade física (FELAND, MYRER e 
MERRILL,2001). E, quando aplicado protocolo de alongamento composto por uma 
série, com 3 repetições, com 30 segundos de manutenção e 30 segundos de 
intervalo entre cada repetição em idosas, tal protocolo apresentou como efeito 
agudo a melhora em algumas variáveis da marcha como:menor pico de inclinação 
da pelve, maior pico de extensão e amplitude total de movimento da articulação do 
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quadril, o que de acordo com os autores tornou o padrão da marcha destas idosas 
similar a marcha de jovens (CRISTOPOLISKI et al.,2008). 
Tem sido reportado que a diminuição da rigidez músculo-tendínea, induzida 
pelo efeito agudo de uma única sessão de alongamento, pode retornar aos valores 
iniciais em até 20min (RYAN et al., 2008). Portanto, quanto a regularidade que o 
treinamento com exercícios de alongamento deve ser realizado, o ACSM tem 
recomendado entre 2 a 3 vezes por semana para incrementos na flexibilidade; para 
ganhos mais expressivos recomenda-se 5 vezes por semana; e para manutenção 1 
vez por semana (ACSM, 2011). 
O incremento da ADM de dorsiflexão observada por Gajdosik et al. (2005) e 
Cristiansen (2009) confirma as recomendações do ACSM sobre a frequencia 
semanal, que indica entre 2 a 3 vezes por semana, para realização de alongamento 
(ACSM, 2011). Sobre o número de vezes que o protocolo de alongamento deve ser 
realizado por dia, em adultos jovens avaliou-se o efeito do alongamento realizado 
uma ou 3 vezes por dia, e não foi detectada diferença estatisticamente significativa, 
quando a frequencia diária foi aumentada (BANDY et al., 1997).  
Stanziano et al. (2009) utilizaram o protocolo constituído por 10 repetições de 
alongamento, mantidas por 5 segundos cada repetição, totalizando 50 segundos 
para cada grupamento muscular alongado (flexores/abdutores/extensores da 
articulação do ombro, extensores/abdutores da articulação do quadril; flexores 
laterais; rotadores e flexores do tronco; flexores plantares do tornozelo); cadeia 
cinética fechada; realizado uma vez ao dia, 2 vezes por semana; durante 8 
semanas; sendo que para avaliação do desfecho foi utilizado o teste de 50 passos 
para velocidade da marcha. Estes autores verificaram que o programa de 
alongamento melhorou tanto a ADM quanto a mobilidade e funcionalidade dos 
idosos institucionalizados. 
Cristopoliski  et al.(2009) reportaram protocolo de exercícios de alongamento 
realizando 4 repetições de 60 segundos cada; para os grupamentos musculares de 
extensores de quadril e dorsiflexores; totalizando 240 segundos para cada 
grupamento muscular; cadeia cinética fechada realizado 3 vezes por semana, 
durante 12 semanas. O método de avaliação dos parâmetros da marcha foi por 
vídeo, utilizando 4 câmeras digitais (JVC, GR-D250). Dessa forma, concluíram que o 
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protocolo proposto estimulou melhora na execução da marcha em idosas da 
comunidade.  
Watt et al. (2011)  apresentaram o seguinte protocolo de alongamento: 1 série 
de 4 repetições de 60 segundos cada repetição, com intervalo de 60 segundos entre 
cada repetição; cadeia cinética fechada para os músculos flexores uniarticulares do 
quadril, realizados diariamente, durante 10 semanas. O método de avaliação da 
velocidade da marcha foi o sistema VICON . Em outro estudo dos mesmo autores 
(WATT et al. 2011-a), foram utilizados o mesmo protocolo de alongamento, 
grupamento muscular e método de avaliação do desfecho, entretanto, o estudo foi 
conduzido com idosos frágeis da comunidade, em ambos estudos observou-se 
melhora na execução da marcha após protocolo de exercícios de alongamento. 
No artigo de Gajdosik et al. (2005) foi prescrito alongamento passivo, 
realizado em dinamômetro isocinético (5º/s), 1 vez ao dia, 1 série de 10 repetições 
com 15 segundos de duração cada, realizado 3 vezes por semana. No estudo de 
Cristiansen, (2008) o protocolo de alongamento estático em cadeia cinética fechada, 
constituiu-se de 3 repetições de 45s cada; 2 vezes por dia, diariamente. No que se 
refere ao aumento da ADM de dorsiflexão, resultado da prática regular de exercícios 
de alongamento,  independentemente do protocolo utilizado, foi observado aumento 
significativo na amplitude de movimento de dorsiflexão (GAJDOSIK et al, 2005; 
CRISTIANSEN, 2008). 
Batista et al. (2009) verificaram que o alongamento muscular, 7 repetições de 
1min cada, duas vezes por semana, durante 4 semanas, aumentou 45% a ADM de 
flexores de joelho, e melhorou a mobilidade funcional em idosas da comunidade. Da 
mesma forma, Cristiansen (2008) verificou que o alongamento muscular, também 
realizado duas vezes por semana em idosos da comunidade, com três repetições de 
45 segundos cada, durante 8 semanas, aumentou em 11% a ADM da dorsiflexão e 
ainda houve incremento na velocidade da marcha. Ao comparar os resultados 
destes estudos verifica-se que quando o exercício de alongamento foi praticado por 
apenas 4 semanas, apenas 2 vezes por semana, já foi suficiente para aumentar a 
ADM e funcionalidade. Porém, o volume total dos protocolos de alongamento foi 
determinante para o incremento da ADM, isto é, as idosas que treinaram com 
volume maior 420s (Batista et al., 2009) apresentaram ganho mais expressivo de 
ADM do que as idosas que realizaram 135s (CRISTIANSEN, 2008). 
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De acordo com Soucie et al. (2010) o processo de envelhecimento diminui a 
ADM, sendo que a dorsiflexão sofre redução de 16% nas idosas e 6% nos idosos, já 
a extensão de quadril reduz 11% nas idosas e 23% nos idosos, prejudicando a 
execução correta das fases da marcha. Desta forma, Zotz e colaboradores (2014), 
verificaram em revisão sistemática com metanálise que o exercício de alongamento 
muscular realizado em idosos de forma estática com supervisão, pelo menos 2 
vezes por semana, demonstra efeitos positivos no ganho de ADM de flexão de 
quadril e dorsiflexores a partir de 4 semanas de protocolo.  
As evidências para prescrição de exercícios de alongamento têm preconizado 
duração entre 30-60 segundos, para grandes grupos musculares, sendo que para 
ganhos de flexibilidade recomenda-se tempo total de 60s para cada grupamento 
alongado, 3-4 repetições (ACSM, 2011). O processo de envelhecimento leva ao 
declínio da mobilidade articular, o que pode influenciar na flexibilidade (ACSM,2011; 
GALLON et. al, 2011). Além disso, a idade tem relação direta com a capacidade 
viscoelástica da unidade músculo-tendínea (GAJDOSIK et al., 1999; HOLLAND et 
al., 2002). Dessa forma, parece ser necessária maior duração do estímulo de 
alongamento para provocar aumento significativo na ADM em indivíduos idosos 
(ZOTZ et al.,2014).  
Ainda, deformações plásticas e elásticas podem ocorrer na MEC, quando 
submetido ao programa de alongamento (GAJDOSIK et al., 2001; COUTINHO et al., 
2006) e nas  fibras musculares (COUTINHO et al., 2004; GOMES et al, 2004; 
PEVIANI et al., 2007; WEPPLER e MAGNUSSON, 2010).  
A mobilização é importante para reorganização da MEC, por promover 
alinhamento funcional das fibras colágenas, minimizando o surgimento de 
aderências no tecido cicatricial após lesão muscular, período de imobilização bem 
como decorrentes do processo de envelhecimento (JÓZSA et al., 1988; WU et al., 
2011). Além disso, Stone e colaboradores (1988) sugerem que o exercício físico 
pode aumentar a tensão do tecido conjuntivo, bem como a massa muscular, 
tornando o músculo mais resistente. Portanto, estes são benefícios que o 




2.4.1 Estudos Experimentais sobre o Exercício de Al ongamento 
 
 Para estudo dos efeitos do exercício de alongamento no músculo, muitos 
autores optam por modelos experimentais (CAÇÃO-BENEDINI et al., 
2013;COUTINHO et al., 2006;GOMES et al., 2004; GOMES et. al, 2007;PEVIANI et 
al., 2007;PEVIANI et al., 2009; RENNÓ et. al, 2007), com o intuito de aprofundar as 
análises musculares para compreensão dos efeitos deste exercício no meio intra e 
extracelular (FIGURA 7).  
 Recentemente, foram analisados os efeitos agudos do exercício de 
alongamento, realizado 72h pós-lesão no músculo gastrocnêmio de ratos jovens, no 
qual, o alongamento foi realizado manualmente, por meio de 1 série com 4 
repetições de dorsiflexão máxima mantida por 30 segundos, com intervalo de 30 
segundos entre cada repetição, realizadas diariamente, durante cinco dias 
(MACEDO et al., 2014). Estes autores verificaram que não houve aumento 
significativo no número de sarcômeros em série sugerindo que o protocolo de 
alongamento agudo não promove estímulo suficiente para incrementar o número de 
sarcômeros em série (MACEDO et al., 2014). 
 
Figura 7 – Representação da fibra muscular mostrando a estrutura do sarcomero com os filamentos 
de actina e miosina. Adaptado de Cardinale, Newton e Nosaka (2011). 
53 
 
 Em contrapartida, outros autores observaram que o exercício de alongamento 
realizado em ratos jovens, após lesão muscular, promoveu como efeito agudo a 
redução da fibrose tecidual, melhora significativa na regeneração e aumento da 
força muscular (HWANG et al., 2006). Isto foi verificado em ratos submetidos ao 
protocolo de alongamento, constituído por 5 segundos de manutenção do estímulo 
de alongamento, com 5 segundos de intervalo e duração de 15 minutos (HWANG et 
al., 2006). Desta forma, pode-se concluir que o volume de alongamento interfere 
diretamente na plasticidade muscular, já que a melhora no processo de regeneração 
e força musculares foi evidente apenas quando o protocolo de alongamento foi 
mantido por 15 minutos. 
Williams e colaboradores (1988) avaliaram os efeitos do alongamento no 
músculo sóleo de ratos, imobilizado na posição de encurtamento, por um período de 
10 dias, sendo que, a cada dois dias, a imobilização era removida e o músculo era 
alongado por um período de 15 minutos. Neste estudo foi encontrado que o 
alongamento passivo mantido, foi suficiente para manter a ADM da articulação bem 
como prevenir a proliferação de tecido conjuntivo. Coutinho et. al (2006) 
compararam 2 protocolos de alongamento, isto é, um realizado diariamente sendo 1 
série de 10 repetições com duração de 60 segundos cada, e outro com 
alongamentos realizados três vezes por semana utilizando os mesmos parâmetros 
de prescrição, após imobilização na posição de encurtamento. Estes autores 
verificaram que a melhor reorganização do tecido conjuntivo foi encontrada nos 
músculos submetidos ao alongamento diário, demonstrando que a frequência do 
alongamento também interfere na adaptação do tecido conjuntivo muscular. 
Além das alterações na MEC, a massa muscular também pode ser alterada 
quando o músculo esquelético é submetido a estímulo como o alongamento 
(GOLDSPINK et. al, 1992; YANG et. al, 1997). As alterações na massa muscular 
podem ser atribuídas às mudanças longitudinais, que ocorrem no número de 
sarcômeros em série, e/ou radiais (FIGURA 8), que acontecem na área de secção 
transversa das fibras musculares, as quais podem estar relacionadas com a relação 
síntese e degradação de proteínas (COUTINHO et. al, 2004; GOMES et. al, 2004; 




Figura 8: Representação da disposição dos sarcômeros no tecido muscular. Alterações na massa 
muscular, atribuídas a adição de sarcômeros. Adaptado de Russel, Motlag e Ashley (2000).  
 
Assim, o aumento na massa muscular pode ser decorrente de aumento nas 
concentrações de RNA total (ácido ribonucléico) e na síntese de proteínas, 
decorrentes especialmente ao aumento do fator de crescimento relacionado à 
insulina (IGF-I) e de fatores regulatórios miogênicos (YANG et. al, 1997, 
GOLDSPINK et. al, 1999;  PEVIANI et. al, 2007; GOMES et. al, 2006). 
Trabalhos experimentais realizados nas décadas de 60-70 identificaram que o 
músculo aumentava seu comprimento através da adição de sarcômeros ao longo 
das fibras musculares (GAJDOSIK et. al, 2001, GOLDSPINK et. al, 1968; WILLIAMS 
e GOLDSPINK, 1971). Nesse período já era considerada a hipótese da adaptação 
das fibras musculares esqueléticas a diferentes graus de extensão, com provável 
remoção ou adição do número de sarcômeros em série, conforme a demanda 
funcional e o grau de extensão a que o músculo era submetido. Tabary e 
colaboradores (1972) observaram aumento de 20% no número de sarcômeros em 
série do músculo sóleo do gato, após 4 semanas de imobilização em posição de 
alongamento. Estudos posteriores mostraram que a imobilização dos músculos em 
posição alongada, acarretava em aumento no comprimento muscular pela adição no 
número de sarcômeros em série, particularmente nas duas regiões terminais das 
fibras musculares e prevenia a proliferação do tecido conjuntivo (WILLIAMS et. al, 
1988; WILLIAMS et. al, 1990).  
Estudos mais recentes mostraram que 40 minutos de alongamento passivo, 
realizado 2 ou 3 vezes por semana, foram suficientes para aumentar o número de 
sarcômeros em série e a área de secção transversa de fibras do músculo sóleo de 
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ratos (COUTINHO et. al, 2004; SECCHI et. al, 2008). No entanto, em músculos 
encurtados por imobilização, o alongamento preveniu a atrofia muscular 
(COUTINHO et. al, 2004). Já no estudo de Secchi e colaboradores (2008) o grupo 
que realizou apenas exercício resistido, 3 vezes por semana, também apresentou 
aumento da área de secção transversa das fibras do sóleo, sugerindo hipertrofia 
muscular. No entanto, o grupo que realizou ambos os treinamentos (alongamento 
2x/semana e exercício resistido 3x/semana) apresentou diminuição no comprimento 
muscular e no número de sarcômeros em série, provavelmente devido à freqüência 
diária de treinamento, impossibilitando a recuperação muscular ideal entre os 
estímulos, a qual ocorre entre 36 a 48 horas, período de pico de síntese protéica 
após o exercício (KRAEMER et. al, 2002; HAAS et. al, 2001).  
Em outro estudo, quando se diminuiu o tempo de alongamento para apenas 10 
minutos no sóleo de ratos jovens imobilizados, realizado de forma intermitente (10 
repetições com duração de 1 minuto cada), diariamente, foi observada 
reorganização do colágeno e hipertrofia muscular (COUTINHO et. al, 2006). Já o 
grupo de ratos imobilizados e alongados três vezes por semana, com o protocolo de 
10 repetições, com manutenção de 1 minuto e intervalo de 30 segundos entre cada 
repetição, apresentaram recuperação da área de secção transversa do sóleo 
quando comparado com a pata contralateral (COUTINHO et al., 2006). 
Além da adaptação do número de sarcômeros em série, para que o músculo 
desenvolva a máxima tensão, ocorre adaptação no comprimento do sarcômero. 
Desta forma, na década de 60 foram identificadas as bases morfo-funcionais da 
relação comprimento-tensão da fibra muscular, através de um experimento 
cuidadoso e sofisticado realizado por Gordon e colaboradores (1966), no qual 
identificaram em sarcômeros isolados, que a força isométrica máxima é produzida 
quando o sarcômero atinge um comprimento próximo ao comprimento da sua 
posição em repouso, isto é, entre 2-2.25µm. Essa força diminui quando os 
sarcômeros são alongados ou encurtados.  
Nesse estudo foi demonstrado que a força isométrica dos sarcômeros atinge 
seus níveis máximos quando há uma sobreposição ótima entre os filamentos de 
actina e miosina, o que ocorre quando o comprimento do sarcômero está entre 2.0-
2.25 µm. Este estudo permitiu identificar que a força gerada pela contração muscular 
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depende da quantidade de pontes cruzadas (“ligações”) entre os filamentos de 
actina e miosina no interior dos sarcômeros (GORDON et. al, 1966).  
Considerando que os filamentos de actina e miosina têm comprimento 
constante, a adaptação dos músculos adultos a diferentes comprimentos funcionais 
se dá removendo ou adicionando sarcômeros em série, com o objetivo de manter o 
comprimento fisiológico e funcional dos sarcômeros na fibra muscular (WILLIAMS et. 
al, 1988). 
Coutinho e colaboradores (2004) mostraram que sessões de alongamento 
passivo aplicado três vezes por semana durante 40 minutos por 3 semanas no sóleo 
imobilizado e encurtado de ratos, não é suficiente para evitar a perda de série 
sarcômeros, mas é suficiente para prevenir atrofia das fibras musculares. Além 
disso, nos músculos não imobilizados que receberam 3 sessões de alongamento por 
semana, verificou-se um aumento tanto no número de sarcômeros em série como na 
área de secção transversa das fibras musculares. Estes resultados indicam um 
benefício importante do alongamento aplicado a cada três dias em músculo 
esquelético e demonstraram que o protocolo de alongamento utilizado foi eficaz para 
sarcomerogênese. 
 Já Cação-Benedini e colaboradores (2013) verificaram aumento do 
comprimento muscular do sóleo e número de sarcômeros em séries de ratas jovens 
imobilizadas submetidas a protocolo de alongamento constituido de 10 repetições 
com 30 segundos de manutenção do estímulo e 30 segundos de intervalo entre 
cada repetição, o protocolo foi realizado diariamente durante 3 dias. Estes achados 
mostram que dependendo da intensidade, frequencia, volume de alongamento 
aplicado, sexo e idade dos animais, é possível ocorrrer sarcomerogênese mesmo 
em um protocolo agudo. 
As adaptações morfológicas nas fibras musculares (COUTINHO et al., 2004; 
GOMES et al., 2004) e no tecido conjuntivo (COUTINHO et al., 2006) parecem ter 
relação com a intensidade, duração e frequência do alongamento, descritos em 
ratos jovens. Essas respostas adaptativas influenciam a flexibilidade e a geração de 
força muscular (GAJDOSIK et  al., 2005).  
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Kamikawa e colaboradores (2013) avaliaram 2 grupos de camudongos, onde, 
um grupo realizou alongamento repetitivo, com 15 repetições por minuto, com 
duração de 15 minutos, realizado diariamente no músculo gastrocnemio direito, 
durante uma semana. E, o outro grupo, realizou o mesmo protocolo 4 vezes por 
semana, durante uma semana. Neste estudo, verificou-se que o exercício de 
alongamento repetitivo, afeta continuamente a mudança da conformação da matriz 
extracelular, e o exercício de alongamento contínuo, afeta o estimulo mecânico da 
MEC em uma única vez. Dessa forma, verificaram que o alongamento repetitivo foi 
mais eficaz do que alongamento contínuo, pois funciona de maneira cumulativa. 
Apesar das diferenças apontadas entre o alongamento passivo repetitivo e contínuo, 
os autores afirmam que o exercício de alongamento passivo, independente do 
protocolo realizado, é útil para a prevenção e manutenção do trofismo muscular 
(KAMIKAWA et al., 2013). 
Apesar dos estudos com animais elucidarem algumas respostas adaptativas 
do tecido muscular a determinados protocolos de alongamento (TABELA 1), ainda 
não existe consenso na literatura sobre os parâmetros de prescrição de exercício de 
alongamento e seus efeitos morfológicos na população idosa.  
Tabela 1. Estudos com protocolos de alongamento em ratos e seus desfechos  
 





1 série; 10 repetições;30 
segundos de 
manutenção; 30 
segundos de intervalo; 
3x/semana;Duração:3 
dias 
Ratas Jovens Aumento do 
comprimento muscular 
do sóleo e nº de 
sarcômeros em série. 
COUTINHO  et al. 
(2004) 
1 série; 1 repetição; 40 
minutos; 3x/semana; 
Duração: 3 semanas 
Ratos Jovens Aumento no nº de 
sarcômeros em série e 
ASTFM. 
COUTINHO et al. 
(2006) 











GOMES et al. (2004) 1 série; 1 repetição; 40 
minutos; 1x/semana; 
Duração:3 semanas 
Ratos Jovens Amenizou atrofia 
muscular 
HWANG et al (2006) 1 série; 180 reetições; 5 
segundos de 
manutenção; 5 segundos 
de intervalos;Duração: 1 
semana 
Ratos Jovens Redução da fibrose 
tecidual; Aumento da 
força muscular 
MACEDO  et al (2014) 1 série; 4 repetições; 30 
segundos de 
manutenção; 30 
segundos de intervalo; 
5x/semana; Duração:1 
semana 
Ratos Jovens Não houve aumento no 
nº de sarcômeros em 
série 
WILLIAMS et al. 
(1990) 
1 série; 1 repetição; 30 
minutos de manutenção; 
Duração:3 semanas 
Ratos Jovens Prevenção da perda de 
sarcômeros em série, da 
atrofia muscular e 
proliferação de tecido 
conjuntivo. 
 
2.4.2 Modelos Animais de Envelhecimento para estudo  dos efeitos do exercício  
de alongamento 
De acordo com o ACSM (2011), poucos estudos foram realizados com o 
intuito de investigar os efeitos dos exercícios de alongamento no músculo idoso, 
sendo que a maioria desses estudos apresenta nível C em evidência, isto é, as 
evidências são provenientes de ensaios clínicos não randomizados e não 
controlados, ou de estudos observacionais. Dessa forma, a realização de estudos 
experimentais controlados e randomizados poderia auxiliar no aumento de 
evidências científicas para a prescrição de exercícios de alongamento para idosos. 
 Para estudar os efeitos do exercício de alongamento no músculo envelhecido, 
muitas vezes são utilizados modelos animais que mimetizem tal processo. Alguns 
estudos optam pela privação do estrogênio em ratas jovens, por meio da 
ovariectomia, o que mimetiza o envelhecimento (McCLUNG et.al, 2006; MORAN, 
WARREN e LOWE, 2006). O hipoestrogenismo prolongado pode provocar um 
processo de perda de densidade no interior da fibra muscular, diminuindo seu 
sarcoplasma, o que seria responsável pela perda de espessura e da força do 
músculo esquelético, quadro conhecido como sarcopenia (TIIDUS et. al, 2001). 
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Com relação ao tecido muscular, ocorrem mudanças nas propriedades 
contráteis devido a capacidade reduzida de sintetizar novas proteínas e o 
desequilíbrio entre síntese e degradação das proteínas musculares, aumento da 
MEC e de gordura intramuscular, diminuição da área de secção transversa das 
fibras musculares e diminuição do número de receptores de estrôgeno no músculo 
esquelético (KADI et. al, 2002; MALTAIS et. al, 2009).  
A remoção do hormônio ovariano de camundongos fêmeas, via ovariectomia, 
foi prejudicial para a função contrátil do músculo sóleo (MORAN, WARREN e LOWE, 
2006). Neste mesmo estudo os autores observaram que a ovariectomia induz 
disfunção muscular contrátil e que as concentrações circulantes de estradiol estão 
correlacionadas com a geração de força muscular e função da miosina, 
demonstrando que o estradiol afeta o músculo esquelético. 
McClung e colaboradores (2006) mostraram que a ovariectomia 
compromete a recuperação da atrofia por desuso na área de secção transversa das 
fibras musculares do sóleo, durante 2 semanas de deambulação normal em gaiola, 
enquanto a reposição com estrógeno permitiu a restauração do tamanho da fibra 
muscular. 
Prestes e colaboradores (2008), observaram a diminuição da atividade das 
MMP-2 no músculo de ratas ovariectomizadas. As MMPs são essenciais para a 
manutenção do tecido saudável, sendo que a subclasse das MMP-2 exerce um 
papel na proliferação e diferenciação miofibrilar, recuperação após dano e 
homeostasia do tecido conjuntivo local (JAWORSKI et. al, 2005). Assim, estes 
autores sugerem que a fraqueza e disfunção muscular induzida pela ovariectomia 
estão relacionadas a diminuição da atividade das MMP-2, afetando a remodelação 
do músculo esquelético. 
A mimetização do processo de envelhecimento pela ovariectomia é comum 
nos estudos experimentais (PRESTES et al.,2008; MORAN, WARREN e LOWE, 
2006). Porém, para que a extrapolação dos resultados de estudos experimentais 
fosse realizada para a população humana, seria importante considerar a relação da 
idade dos animais com a idade dos humanos, a fim de refinar os resultados para a 
população foco do estudo. Desta forma, foi realizado estudo de revisão sistemática 
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comparando a idade dos ratos com a idade correspondente para humanos (TABELA 
2). 
Tabela  2: Idade de ratos em meses relacionada com a idade de humanos em anos 
(Andreollo et al, 2012). 
 
Idade dos Ratos 
em Meses 
Idade dos 
humanos em anos 
6 meses 18 anos 
12 meses 30 anos 
18 meses 45 anos 
24 meses 60 anos 
30 meses 75 anos 
36 meses 90 anos 
42 meses 105 anos 
45 meses 113 anos 
48 meses 120 anos 
 
 Kodama e colaboradores (2012) consideraram para condução de estudo em 
ratos idosos a idade de 15 meses. Apesar dos estudos apresentados envolverem a 
investigação dos efeitos do exercício no tecido muscular, não há literatura que tenha 
investigado as adaptações morfológicas e moleculares do alongamento no músculo 
de rata idosa. Dessa forma, a presente tese objetivou pesquisar o comportamento 
morfológico e molecular do músculo esquelético de rata idosa mediante estímulo de 
































2.5.1 Objetivo Geral 
 
Desenvolver aparato de alongamento e avaliar os efeitos agudos do 
alongamento mecânico passivo estático, na morfologia, concentrações de colágenos 
e TGFβ-1 e expressão gênica do TGFβ-1 no músculo sóleo de ratas idosas. 
2.5.2 Objetivos Específicos 
 
- Desenvolver aparato de alongamento; 
-Avaliar a massa corporal e a massa do músculo sóleo das ratas;  
- Medir o comprimento final do músculo sóleo esquerdo; 
- Mensurar a área de secção transversa das fibras musculares do sóleo esquerdo; 
- Contar o número e estimar o comprimento dos sarcômeros;  
- Quantificar os colágenos tipo I, III e TGFβ-1; 
- Analisar a expressão gênica do TGFβ -1.  
2.6 HIPÓTESES 
 
H0) O alongamento muscular agudo não interfere na morfologia, porcentagem de 
colágeno I e III e TGFβ -1, e expressão gênica de TGFβ -1 nas fibras musculares de 
ratas idosas; 
H1) O aparato é eficaz para alongar mecanicamente o músculo sóleo de rata. 
H2) O exercício de alongamento muscular agudo aumenta o número sarcômeros 
em série em músculos de ratas idosas.  
H3) O exercício de alongamento muscular agudo aumenta a área de secção 
transversa nos músculos de ratas idosas. 
H4) O exercício de alongamento muscular diminui a porcentagem de colágeno I e 
TGFβ -1 nas fibras musculares de ratas idosas por análise imunohistoquimica; 
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H5) O exercício de alongamento muscular aumenta a porcentagem de colágeno 
III nas fibras musculares de ratas idosas por análise imunohistoquimica; 
H6) O exercício de alongamento muscular agudo diminui a expressão gênica do 
















































MATERIAIS E MÉTODO  
 
Foi realizado estudo do tipo experimental, randomizado, controlado, cego e de 
caráter transversal. Esta pesquisa foi submetida à apreciação do CEUA (Comitê de 
Ética em Utilização Animal) da Pontifícia Universidade Católica do Paraná, obtendo 
aprovação com número do parecer 732/12 (ANEXO I).  A manutenção dos animais 
(de 3, 15 e 26 meses) foi desenvolvida no Biotério Central da PUCPR e o 
alongamento do músculo sóleo das ratas foi realizado no laboratório de cultivo 
celular da PUCPR. 
 O processamento do material biológico foi realizado nos laboratórios 
multiusuários do Setor de Ciências Biológicas da UFPR dos seguintes 
departamentos: Zoologia, Bioquimica, Fisiologia e Biologia Celular, no laboratório de 
plasticidade muscular do Departamento de Fisioterapia da UFSCar e no laboratório 
de Patologia Experimental da PUCPR. 





Figura 9. Etapas do Estudo. AST – área de secção transversa; * lâmina de AST; # lâmina de 
sarcômeros em série. 
 
Dessa forma, materiais e método, resultados e discussão de cada etapa, 









































Após aprovação pelo CEUA, foi realizado estudo piloto que teve o seguinte 
objetivo: 
• Desenvolver o aparato de alongamento muscular; 
• Padronizar a técnica de alongamento no aparato; 
• Validar o aparato de alongamento. 
Para tal procedimento foram utilizados 12 Rattus norvegicus, fêmeas, da 
variedade Wistar albino, sendo divididos em dois grupos: 
• Ratas Jovens (com 3 meses de vida); 
• Ratas Idosas (com 15 meses de vida) (KODAMA et al., 2012).  
Os animais foram agrupados e mantidos em gaiolas plásticas padrão, em 
condições ambientais controladas (luminosidade: 12 horas de ciclo claro/escuro) 
com livre acesso à água e ração peletizada, no biotério da PUCPR. O estudo foi 
conduzido segundo as normas internacionais de ética na experimentação animal 
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1996).  
3.1.1 Anestesia 
Antes dos procedimentos piloto aqui descritos, todos os animais foram 
pesados e posteriormente anestesiados com injeção intramuscular de 80mg/kg de 
ketamina e 8mg/kg de xilasina, recebendo dose de reforço se necessário. 
3.1.2 Aparato de Alongamento 
 
 Foi desenvolvido um aparato de alongamento para o músculo sóleo, com o 
intuito de mensurar a força aplicada para promover a deformação músculo-tendínea 
necessária durante o exercício de alongamento passivo estático. Para tanto, o 
aparato (Figura 10 A) compreendeu uma base em alumínio que permitia a 
mobilidade para ajustar o corpo dos ratos de acordo com seu tamanho, por meio de 
adequação das hastes (3) e suportes de fixação (2) do animal em relação à base (1) 
e ao suporte cilíndrico.   
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As placas (5) e (6) fazem a fixação mecânica das articulações do quadril e 
joelho, dessa forma, o músculo sóleo foi isolado para o alongamento. Além disso, a 
articulação talo-crural também foi mecanicamente fixada em posição neutra (90º), 
sendo assim, o alongamento foi gerado usando a força da mola (9) contra a guia 
para haste de medição (10) o que fez com que o estabilizador (13) produzisse força 
na vertical de cima para baixo, tal força era registrada na célula de carga (16). A 
figura 10B compreende as dimensões do aparato. 
 
 
Figura 10. Descritivo do Aparato de Alongamento. A: 1-base de alumínio; 2- suporte para o 
corpo do animal; 3- barra com ajuste horizontal e vertical; 4- peça para ajuste do ângulo da 
articulação do quadril; 5- base para suporte da coxa; 6- base para suporte da perna; 7– mola 
que permite movimentar a peça que pressiona a região plantar do membro posterior 
esquerdo durante o alongamento.; 8- base com ajuste horizontal para fixar a barra que 
suporta a parte ajustável para movimentar a peça que contém a célula de carga; 9- barra 
cilíndrica com ajuste vertical da peça que movimenta a célula de carga; 10- peça que 
movimenta a célula de carga verticalmente; 11- suporte para a célula de carga; 12- eixo para 
ajuste da posição da perna;13- peça para regulação vertical do sistema da célula de 
carga;14- célula de carga em pêndulo. 15 – faixa que fixa a articulação talo-crural; 16. Leitor 
da célula de carga. B. Dimensões do aparato. 1- 23,4cm; 2- 3 cm; 3- 12cm; 4- 13,5cm; 5- 
3,5cm; 6- 3,3 cm; 7- 3,3cm; 8- 4,2cm;9- 4cm; 10- 13cm. 
 
Já a figura 11 demonstra o animal em decúbito dorsal no aparato, com o 
membro posterior esquerdo posicionado para o alongamento muscular, e a figura 









Figura 12. Desenho esquemático apresentando detalhes da posição do joelho e músculo sóleo 






3.1.2.1 Calibração da Célula de Carga 
 
 De acordo com Doebelin (2004) sistema de medição de boa qualidade deve 
ser capaz de operar com pequenos erros. Entretanto, por melhores que sejam as 
características do sistema de medição, este sempre apresentará erros, seja por 
fatores internos, seja por ação das grandezas de influência externa. A perfeita 
caracterização das incertezas associadas a estes erros é de grande importância 
para que o resultado da medição possa ser estimado de forma segura. Embora em 
alguns casos, os erros de um sistema de medição possam ser analítica ou 
numericamente estimados, na prática são utilizados procedimentos experimentais 
para verificar a fidedignidade da leitura do sistema de medição. A estes 
procedimentos, dá-se o nome de calibração, na qual é possível correlacionar os 
valores indicados pelo sistema de medição e sua correspondência com a grandeza 
sendo medida (DOEBELIN, 2004).  
 No caso do aparato de alongamento, a célula de carga faz a leitura em 
gramas, sendo que o valor máximo da leitura é de 1.090 gramas, dessa forma, para 
o procedimento de calibração da célula de carga foram utilizadas massas cuja 
grandeza era conhecida. Primeiramente as massas foram aferidas sete vezes em 
balança de precisão certificada (Marte – modelo AW220) (Figura 13A), esses valores 
foram anotados e realizado cálculo da média, para verificar a fidedignidade da leitura 
da célula de carga do aparato. Em seguida, devido ao fato da célula de carga estar 
em pêndulo, foi colocado um recipiente pendurado nesta, de modo que as massas 
pudessem ser apoiadas (FIGURA 13B), além disso, o aparato foi fixado na bancada 
para garantir sua estabilidade durante a aferição. Posteriormente, foi colocada uma 
massa por vez no recipiente e anotado o valor de leitura da célula de carga, até que 
todas as massas fossem incluídas no recipiente, a partir disso, estas foram retiradas, 
uma por vez, da última para a primeira e, também foram anotados os valores de 
leitura da célula de carga, o procedimento foi repetido cinco vezes (DOEBELIN, 
2004). 
Esta calibração foi realizada no setor de meio de cultura e reativos do 
Laboratório Central do Estado do Paraná (LACEN), sob orientação do Professor 





Figura 13. Protocolo de calibração do aparato de alongamento. A- aferição das massas em balança 
de precisão; B- Aferição da célula de carga do aparato. 
 
3.1.3 Protocolo de Alongamento Piloto e Leitura da Célula de Carga 
 
Para efetuar o alongamento passivo no músculo sóleo esquerdo, o animal foi 
previamente pesado em balança (Mettler/Toledo) com capacidade de 25g a 3 Kg, e 
em seguida anestesiado e posicionado no aparato de alongamento com a 
articulação talo-crural em flexão dorsal máxima para alongamento do músculo sóleo 
(PEVIANI et al, 2007). O protocolo de alongamento consistiu em uma série de 10 
repetições de 1 minuto com intervalo de 45 segundos entre cada repetição, 
controlado através de um cronômetro (Technos) (adaptado de PEVIANI et al., 2007, 
STAUBER et al., 2002), o alongamento foi realizado no músculo sóleo esquerdo, 2 
vezes por semana (segunda e quinta-feira) durante uma semana, sempre no mesmo 
horário do dia, isto é, no período da manhã. 
Os dados referentes à leitura da célula de carga foram registrados ao início e 
final de cada repetição do exercício de alongamento, a fim de verificar a adaptação 
músculo-tendínea durante o exercício. Para tanto, foram utilizados 6 ratas wistar 
albino, com 3 meses de idade e 6 ratas Wistar albino, com 15 meses de idade. A 
célula de carga expressava os valores de leitura em gramas, dessa forma, os dados 
foram tabulados em planilha Excel e convertidos em kilograma-força (kgf). 
A fim de verificar a confiabilidade das medidas, foi realizado o cálculo do ICC 
(intraclass correlation coefficient), comparando a análise intraavaliador, entre os dois 
73 
 
dias de coleta, sendo que as variáveis analisadas foram os dados referentes à 
leitura da célula de carga, ao início e final de cada repetição do exercício de 
alongamento. 
Para verificar a linearidade da medida da célula de carga, os valores foram 
transformados utilizando função logarítimica  e então realizada análise de 
regressão de linearidade pelo software R, com assistência técnica da Profa Dra Ana 
Tereza Bittencourt Guimarães (UNIOESTE).  
3.1.3.2 Fotometria 
 
 Para avaliar o ângulo formado na articulação tíbio-társica durante o 
alongamento, foi realizada a fotometria. Para tanto, os animais foram posicionados 
no aparato de alongamento descrito anteriormente, que estava alocado em uma 
bancada com distância aparato-chão de 1,06 metros de altura. Em seguida foram 
realizadas fotografias com câmera digital (Canon EOS rebel 600D, e lente da marca 
Canon macro lens EF 100mm 1:2.8L IS USM) posicionada em tripé com 1,07 metros 
de altura, perpendicularmente ao plano sagital do animal (CARREGARO et al., 
2007), a uma distância focal de 80 centímetros, com o foco apontado para a tíbia 
(FIGURA 14A) (CODARIN et al., 2012). A captação das imagens foi realizada com 
flash e resolução de 18 megapixels.  
Para garantir que a região calcânea ficasse em contato com a superfície de 
apoio do aparato de alongamento, foi inserido um cordão elástico com trava por 
pressão (FIGURA 10A item 15). Os marcadores utilizados foram obtidos a partir de 
adesivos refletivos para capacete de motocicleta, os quais são vigentes pela 
legislação brasileira, sendo estes recortados com punch descartável da marca 
Kolpacir ®, o qual possui 4mm de diâmetro, deixando todos os marcadores com 
diâmetro padronizado. Os animais foram previamente tricotomizados para facilitar a 
fixação do marcador à pele, sendo que, somente a perna esquerda passou pelos 
procedimentos de preparo e aquisição de imagem. 
Conjunto de três marcadores (diâmetro = 4mm) foi posicionado nos seguintes 
pontos anatômicos: tíbia, calcâneo e primeiro metatarso (FIGURA 14B e 14C). O 
ângulo foi formado pelas retas dos segmentos: tíbia-calcâneo e calcâneo- primeiro 
metatarso (CODARIN et al., 2012). O ângulo foi quantificado a partir do sistema de 
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coordenadas obtidas das fotografias pelo programa Image J. Foram realizadas três 
fotografias para a posição de relaxamento e alongamento no aparato (FIGURA 14D), 
para cada animal. Dessa forma, foram coletadas 6 imagens por animal, totalizando 




















Figura 14. Fotometria. A: disposição dos equipamentos para aquisição das imagens; B: pontos 
anatômicos selecionados; C: posicionamento dos marcadores nos pontos anatômicos (1-côndilo 
medial;2-maléolo medial;3-cabeça do 1º osso do metatarso), ângulo fixo de 90º da articulação talo-
crural; D: aquisição da imagem durante o alongamento. * célula de carga utilizada para mensurar a 
força aplicada para promover o alongamento do músculo sóleo.  
 
3.1.4 Análise Estatística 
 
 Os dados relacionados ao peso corporal, calibração da célula de carga, força 
e ângulo da articulação talo-crural foram analisados. O teste t – pareado foi utilizado 
na comparação entre as massas corporais inicial e final em cada grupo. A análise de 
normalidade dos dados foi realizada com o teste Shapiro-Wilk e a homogeneidade 
pelo teste Levene. Quando os resultados tiveram distribuição normal e homogênea o 
75 
 
teste ANOVA e post hoc Tuckey foi realizado. E, no caso dos dados que não 
apresentaram distribuição normal e homogênea foi realizado o teste Kruskal-Wallis. 
Os valores foram considerados significativos quando p ≤ 0,05, para todas as 
comparações. Estas análises foram realizadas pelo software Statistic, version 7.0®, 
USA.  
Para tanto as variáveis consideradas dependentes foram: massa corporal 
inicial e final; força (N) aplicada para promover alongamento no grupo de ratas 
idosas; ângulo da articulação talo-crural no grupo de ratas idosas. 
O ICC (intraclass correlation coefficient ) foi analisado com o software SPSS, 
version 20. E, o erro de medida (Standard Error of Measurement- SEM) foi calculado 
utilizando a seguinte equação: desvio padrão multiplicado por √(1-ICC). E, a 
avaliação da linearidade foi realizada pelo software R, para verificar a confiabilidade 










































4.1 APARATO DE ALONGAMENTO  
4.1.1 Massa Corporal 
 
 Na análise da massa corporal, não houve diferença significativa na 
comparação intragrupos. Entretanto, quando realizada a comparação entre grupo de 
ratas jovens e idosas foi encontrada diferença significativa na avaliação da massa 
corporal inicial intergrupos (311,3±11,3g vs 351±43,2g, p=0,02, Tabela 4) e, massa 
corporal final (315,3±9,2g vs 351±43,2g, p=0,005). O grupo de ratas idosas não 
apresentou diferença significativa entre peso final e inicial (352,3±42,4g vs 
351±43,2g, p=0,36).  
Tabela 3. Massa Corporal e Idade dos Grupos. 
 Idade  
(meses) 
Inicial  
Massa Corporal (g)  
Final  
Massa Corporal (g) 
Ratas Jovens  3±0 311±11,3 315,3±9,2 
Ratas Idosas  15±0 351±43,2* 352,3±42,4§ 
Os resultados estão expressos em média ± desvio-padrão. * quando comparado com o peso inicial 
intergrupos (p=0.02, teste T pareado); § quando comparado com o peso final intergrupos p=0,005§ 
(teste T pareado). 
4.1.2 Calibração da Célula de Carga 
  
Os dados referentes a calibração da célula de carga apresentaram 
confiabilidade excelente, confirmado pelo ICC 0,934, e pelo erro de medida  0,003. 
Além disso, os valores de leitura da célula de carga apresentaram linearidade na 




Figura 15.  Linearidade das medidas da célula de carga.  
 
Os valores referentes a leitura da célula de carga (g), bem como a força 
registrada em Newton, são apresentados na Tabela 5. 
Tabela 4. Dados referentes a Leitura da Célula de Carga e Força registrada (N) 
 
Massa (g) Leitura da Célula de Carga 
(g) 
Força registrada (N) 
0 0 0 
9,99 10 0,09±0,00 
20,04 20 0,19±0,00 
40,07 40 0,39±0,00 
90,05 90 0,88±0,00 
190,07 190 1,86±0,00 
290,14 290 2,84±0,00 
475,9 490 4,66±0,00 
676,0 690 6,63±0,00 
875,9 890 8,59±0,00 
1075,9 1090 10,5±0,00 
Resultados descritos em média±desvio-padrão 
4.1.3 Força (N) para promover o alongamento do músc ulo sóleo 
Na comparação da força (N) aplicada para promover o alongamento do 
músculo sóleo, dentro do grupo de ratas jovens e do grupo de ratas idosas não 
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houve diferença (Tabela 6).  Entretanto, ao comparar os valores de força (N) para 
realizar o alongamento, foi verificada diferença significativa intergrupos, na qual, o 
grupo de ratas idosas apresentou menor força (N) quando comparada as ratas 
jovens (Tabela 6). Entretanto, não houve diferença significativa na força aplicada 
para promover o alongamento na terceira (p=0,064, Kruskall-Wallis) e oitava 
repetição (p=0,126, Kruskall - Wallis), intergrupos (Tabela 6). 
Tabela 5. Força (N) aplicada para promover o alongamento do músculo sóleo.  
 
Repetição  Ratas Jovens  
 





0,64±0,05   
 0,53±0,05 
0,5±0,06      
  0,41±0,04 






0,65±0,04   
0,55±0,06 




















0,46±0,03     
0,38±0,03 






0,64±0,06   
0,50±0,03 
0,49±0,03   
0,41±0,03 




























0,014*      









0,000*   
0,000§ 
10 ª Inicial 
Final 
0,63±0,02    
0,54±0,03 
0,48±0,03      
0,40±0,04 
0,000*       
0,000§ 
Os resultados estão descritos como média ± desvio-padrão.  * quando a força inicial para promover o 
alongamento foi comparada intergrupos (Kruskal-Wallis); § quando a força final para promover o 




4.1.4 Ângulo da articulação Talo-Crural (fotometria ) 
 
 Os ângulos da articulação talo-crural antes e durante o alongamento muscular 
não apresentaram distribuição homogênea nos dois grupos. Em relação ao ângulo 
estabelecido como posição neutra, não houve diferença significativa na comparação 
entre grupo jovem e grupo idoso (87,11±3.8º vs 87,16±3,5º, p=0,95, Kruskal-Wallis). 
Além disso, também não houve diferença de ângulo da articulação tíbio-tarsica no 
momento do alongamento, quando comparados os grupos jovem e idoso (43,9±4,4º 
vs 42,6±6,4º, p= 0,6, Kruskal-Wallis).       
 Quando realizada comparação intragrupos, entre o ângulo da posição neutra 
e ângulo durante o alongamento, o grupo jovem apresentou diminuição significativa 
(87,11±3,8º vs 43,9±4,4º, p=0,000, teste T pareado), assim como o grupo idoso 
(87,16±3,5º vs 42,6±6,4º, p=0,000, teste T pareado). Os resultados podem ser 
visualizados na tabela 7.  
 
Tabela 6. Ângulo da articulação talo-crural em ratas jovens e ratas idosas.  
 
 Ratas Jovens  Ratas Idosas  
Ângulo d a articulação talo -crural em 
posição neutra 
87,1±3,8 87,1±3,5 
Ângulo da articulação talo -crural durante o 
alongamento 
43,9±4,4* 42,6±3,4* 
Os resultados estão descritos como média±desvio-padrão. * quando realizada comparação com a 


































5.1 Aparato de Alongamento  
 
O aparato foi desenvolvido com o intuito de monitorar e padronizar a força 
aplicada para promover o exercício de alongamento no músculo de ratos. Os 
resultados desta etapa do estudo mostraram que o aparato foi eficiente para 
executar mecanicamente o exercício de alongamento, permitindo o controle da força 
durante as repetições do protocolo proposto nos grupos de ratas jovens e idosas. 
Além disso, foram verificadas confiabilidade e linearidade nas medidas da célula de 
carga durante execução do protocolo de exercício. E ainda, foi necessária menor 
aplicação de força para promover o alongamento no músculo sóleo das ratas idosas 
quando comparada com ratas jovens. 
Estudos experimentais em ratos, sobre os efeitos do exercício de 
alongamento no músculo esquelético, utilizam a aplicação de força manual para 
promover o aumento do comprimento músculo-tendíneo (COUTINHO et al., 2004, 
2006; GOMES et al. 2004; PEVIANI et al., 2007; PEVIANI et al., 2009; IKEDA et 
al.,2003), entretanto, não é possível quantificar a força manual aplicada para gerar 
tal estímulo. Desta forma, o aparato de alongamento desenvolvido nesta pesquisa 
atingiu o objetivo de promover o alongamento muscular controlando a força aplicada 
durante sua execução. 
Outros autores (CUTLIP et al.,1997) desenvolveram dinamômetro para 
mensurar a força dos músculos flexores plantares do rato e, analisar a mecânica 
muscular em situações estáticas e isocinéticas que envolvessem condições de 
aceleração e movimentos reflexos (CUTLIP et al.,1997). Entretanto, o aparato 
produzido nesta tese, foi criado a fim de monitorar a força aplicada para induzir 
mecanicamente o alongamento muscular passivo. Este aparato é constituído de 
partes ajustáveis que permitem a utilização de animais de diferentes tamanhos e 
pesos, além de comportar o alongamento do músculo gastrocnemio ou, isolamento 
do músculo sóleo, para promover o aumento do comprimento músculo-tendíneo. 
Em relação a força aplicada para promover o alongamento muscular, foi 
observado que esta foi significativamente menor nas ratas idosas, ao longo das 
repetições, quando comparada com as ratas jovens, concordando com os achados 
de Gajdosik et al. (2004). Estes autores compararam a força (N) passiva máxima, 
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entre mulheres idosas e jovens quando submetidas a amplitude de movimento 
máxima na dorsiflexão e, verificaram que a força passiva máxima foi 
significativamente menor nas mulheres idosas quando comparadas com mulheres 
jovens, após programa de exercício de alongamento. Estes autores atribuíram tal 
resultado a sarcopenia combinada ao decréscimo do comprimento músculo-tendineo 
de flexores plantares, relacionado ao processo de envelhecimento, o qual contribui 
para declínio da capacidade dos músculos flexores plantares resistirem ao 
estiramento passivo e tolerarem o ângulo articular máximo (GAJDOSIK et al., 2004).  
 De acordo com Carter e colaboradores (2010), com o processo de 
envelhecimento o músculo sóleo sofre maiores adaptações biomecânicas, 
morfológicas e moleculares quando comparado com o músculo gastrocnêmio. Estes 
autores verificaram que o sóleo de ratos idosos apresentou redução significativa da 
resistência passiva quando comparado com ratos jovens. Estes resultados também 
foram verificados por Kodama e colaboradores (2012), que conferiram redução da 
resistência muscular passiva do músculo gastrocnemio de rato idoso (com 15 
meses), submetido a ensaio de tração quando comparado ao músculo de ratos 
jovens, e tais resultados concordam com os achados da presente tese. 
 Estudos em humanos demonstram que o músculo idoso, tem como 
característica, maior rigidez, atribuída a mudanças na viscoelasticidade do tecido 
conjuntivo (GAJDOSIK et al., 2005; OCHALA et al., 2003). Assim, em geral, idosos 
apresentam menor massa muscular, e o músculo tende a ser mais fraco e rígido 
(BATISTA et al., 2009; GALLON et al., 2011). Dessa forma, justifica-se a importância 
da investigação, tanto clinicamente quanto em nível celular, dos efeitos do exercício 
de alongamento na adaptação muscular. 
   Segundo Haus et al. (2007) o tecido conjuntivo é importante componente na 
transferência de força para unidades contráteis do músculo. Entretanto, a 
transmissão de força e função musculares são alteradas com o envelhecimento pela 
glicação relacionada às pontes cruzadas do tecido conjuntivo intramuscular.  
O exercício de alongamento é uma importante ferramenta na prevenção e 
tratamento de perdas musculoesqueléticas (KAMIKAWA et al., 2013; WILLIAMS, 
1990). Então, torna-se importante elucidar os efeitos do exercício de alongamento 
em ratos, com o monitoramento da força necessária para induzir o aumento do 
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comprimento músculo-tendíneo, na tentativa de explicar os mecanismos envolvidos 
na adaptação musculoesquelética relacionada ao processo de envelhecimento. 
 Quando foi analisada a força aplicada no final da terceira e oitava repetições, 
na comparação de ratas jovens e idosas, não houve diferença significativa nos 
dados. Alguns estudos verificaram tanto em modelos animais (TAYLOR et al., 1990; 
TAYLOR et al., 1997) quanto em humanos (GAJDOSIK et al., 2005; OCHALA et al., 
2003)  que ocorrem mudanças nas propriedades viscoelásticas de músculos 
submetidos a várias repetições de alongamento. Foi verificado que após 
alongamentos consecutivos ocorre diminuição da tensão muscular nas primeiras três 
ou quatro repetições (TAYLOR et al., 1990; MAGNUSSON et al., 1996). Estes 
autores explicam este mecanismo como relaxamento da unidade músculo-tendínea, 
e isto ocorre inicialmente no tecido conjuntivo devido a mudança conformacional 
promovida pelo exercício de alongamento (TAYLOR et al. 1997). 
Willems (2001) realizou alongamento muscular em ratos, estabelecendo o 
ângulo de 90º da articulação talo-crural como posição neutra e, como dorsiflexão 
máxima para realizar o alongamento, o ângulo de 40º da articulação talo-crural. Na 
presente pesquisa, os ângulos articulares apresentaram comportamento similar ao 
exposto por Willems (2001). Além disso, foi observado que apesar da força aplicada 
para induzir o alongamento em ratas idosas ter sido menor do que em ratas jovens, 
não se verificou diferença significativa no ângulo da articulação tíbio-tarsica entre 
idosas e jovens. 
 As adaptações morfológicas das fibras musculares (GOMES et al. 2004) e do 
tecido conjuntivo (WILLEMS et al., 2001) parecem estar relacionadas a intensidade, 
duração e frequência do exercício de alongamento. Estas respostas adaptativas 
influenciam a flexibilidade e capacidade de gerar força no músculo idoso 
(GAJDOSIK et al., 2005). 
 Radford e colaboradores (2006) verificaram em revisão sistemática que, a 
duração entre 5-30 minutos, do exercício de alongamento é suficiente para promover 
melhora significativa da ADM dos dorsiflexores, entretanto, afirmaram que os ganhos 
relacionados a esta variável são dependentes dos parâmetros utilizados. Assim, 
apesar de não haver consenso na literatura a respeito dos protocolos de 
alongamento, sabe-se que a escolha dos parâmetros para sua prescrição influencia 
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diretamente nas respostas adaptativas musculares. Neste sentido, diferentes 
protocolos de alongamento podem apresentar respostas adaptativas distintas, por 
exemplo, o alongamento diário realizado 5 vezes por semana, durante uma semana, 
levou a redução da fibrose tecidual, melhora significativa na regeneração e aumento 
da força muscular (HWANG et al.,2006). Ainda, o alongamento diário apresentou 
melhor reorganização do tecido conjuntivo (COUTINHO et al.,2006). Já, o 
alongamento realizado 3 vezes por semana, preveniu a atrofia muscular 
(COUTINHO et al.,2004). E, quando realizado 2 vezes por semana, é suficiente para 
incrementar a ADM de dorsiflexão em idosos (GAJDOSIK et al., 2005; 
CRISTIANSEN et al.,2009), aumentar o número de sarcômeros em série e a área de 
secção transversa de fibras do músculo sóleo de ratos (COUTINHO et. al, 2004; 
SECCHI et. al, 2008). Na presente pesquisa, sugere-se que os parâmetros de 
prescrição utilizados possam ter contribuído para redução da resistência muscular 
passiva em ratas idosas. 
Podem ser apontadas algumas limitações nesta etapa da pesquisa, como a 
ausência da avaliação do comprimento dos fascículos musculares e ângulo de 
penação,durante o alongamento, por meio de ultrassom diagnóstico. Porém, a 
complexidade dos métodos de padronização dos parâmetros para realizar tal análise 
em ratos, não permitiu a execução desta avaliação.  
Considerando a seguinte hipótese do estudo: 
H1) O aparato é eficaz para alongar mecanicamente o músculo sóleo de rata. 
Os resultados desta etapa da pesquisa mostraram que a hipóstese foi aceita: 
1) o aparato desenvolvido foi eficiente para monitorar a força aplicada e alongar 
mecanicamente o músculo sóleo de ratas jovens e idosas. 2) A força aplicada para 



































Após padronização da técnica de alongamento e validação do aparato foi 
iniciado o protocolo de alongamento para avaliação de seus efeitos agudos na 
histomorfologia e expressão gênica de ratas idosas.  
A amostra contou com 15 Rattus norvegicus, fêmeas, da linhagem Wistar 
albino, com 26 meses, divididas aleatoriamente em dois grupos: 
• Grupo Controle (GC, n=7): grupo de ratas idosas, não submetido ao protocolo 
de alongamento, mas submetidas a anestesia inalatória e mantidas por 7 dias 
no biotério; 
• Grupo de Alongamento (GA, n=8): grupo de ratas idosas submetido ao 
protocolo de alongamento; 
Os animais foram distribuídos em cinco caixas (numeradas de 1 a 5), cada uma 
contendo três animais (numerados de 1 a 3). E para aleatorização, foi sorteado o 
grupo que cada animal, de cada caixa pertenceria. Assim, os animais do grupo 
controle e alongamento, permaneceram juntos nas caixas. 
Para determinar o número da amostra do experimento, foi considerado o número 
amostral mínimo de 6 animais por grupo experimental, uma vez que foi estudada 
uma população homogênea de animais de laboratório (ZAR, 1998). Neste 
arranjo cada organismo teria a probabilidade de 16% de apresentar um evento 
distinto.  
3.2.1 Protocolo de Alongamento Experimento 
 
Para que os animais fossem submetidos ao protocolo de alongamento, foram 
anestesiados com inalação de isoflurano (5% para 2,5 l O2 min 
-1) (FIGURA 15A e B) 
e para manter a anestesia foi utilizada concentração de 2,5% de isoflurano (FIGURA 
15C), devido a idade e debilidade das ratas, as mesmas tiveram seus dados vitais 
(Frequência Cardíaca e Respiratória, temperatura corporal) monitorados durante o 
procedimento por um médico veterinário especialista em anestesia (FIGURA 15D e 
E). Ao término do protocolo as ratas permaneceram em placa aquecida para 
restabelecimento da temperatura corporal e recuperação pós-anestésica (FIGURA 
15F). Os animais do grupo controle também foram anestesiados e posicionados no 
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aparato de alongamento, para que passassem pelo mesmo estresse de 
manipulação e recuperação pós-anestésica que os animais do grupo alongamento. 
 
Figura 16: Etapas de indução anestésica. A – Câmara de indução anestésica; B- Equipamento para 
anestesia inalatória; C – Manutenção de anestesia inalatória durante o protocolo de alongamento; D –
Posicionamento de eletrodos para monitoramento dos sinais vitais; E- Monitoramento dos sinais 
vitais; F – Placa aquecida para recuperação pós-anestésica. 
 
Para efetuar o alongamento passivo no músculo sóleo esquerdo, o animal foi 
previamente pesado em balança (Mettler/Toledo) com capacidade de 25g a 3 Kg, e 
em seguida anestesiado via inalatória e posicionado no aparato de alongamento 
com a articulação talo-crural fixada mecanicamente em flexão dorsal máxima para 
alongamento do músculo sóleo (PEVIANI et al, 2007). O protocolo de alongamento 
realizado no músculo sóleo esquerdo consistiu em uma série de 4 repetições 
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(KERRIGAN et al.,2003; CRISTOPOLISKI et al.,2009, GALLON et al,2011,TAYLOR 
et al.,1990) mantidas por 60 segundos cada repetição (FELAND et al., GALLON et 
al,2011, CRISTOPOLISKI et al.,2009, WATT et al.,2011, WATT et al.,2001-2) com 
intervalo de 30 segundos entre cada repetição (KERRIGAN et al, 2003,STAUBER et 
al, 2002), controlado por cronômetro (Technos), 3 vezes por semana (segunda; 
quarta e sexta-feira) (GALLON et al, 2011, ACSM, 2011), durante uma semana 
(KAMIKAWA et al.,2013, PEVIANE et al.,2007), sempre no mesmo horário do dia, no 
período da manhã. 
Os dados referentes à leitura da célula de carga em cada repetição do 
protocolo de alongamento foram coletados para posterior análise. 
3.2.2 Métodos De Avaliação  
 
Após uma semana, no sexto dia do experimento, os animais de ambos os 
grupos, foram anestesiados por injeção intramuscular de 80mg/kg de ketamina e 
8mg/kg de xilasina para coleta do músculo sóleo esquerdo. Em seguida e ainda sob 
efeito anestésico, foi aplicada injeção intracardíaca de 240mg/kg de ketamina e 24 
mg/kg de xilasina para ortotanásia.  
Os músculos sóleos esquerdos foram dissecados (FIGURA 16A e B), 
pesados isoladamente, em balança analítica de precisão (Mettler/Toledo) com 
capacidade mínima de 10mg e máxima 210g. Em seguida, os músculos foram 
estendidos em uma superfície plana (isopor), para mensuração do comprimento 
muscular utilizou-se paquímetro eletrônico digital (Vonder) e melhor visualização por 
meio de uma lupa (Olympus) (FIGURA 16C). Os músculos foram divididos 
longitudinalmente, com uma lâmina (Feather) (FIGURA 16 D) e (FIGURA 17 B), em 
duas partes iguais, a porção medial dos músculos sóleos dos animais de cada grupo 
foi cortado transversalmente, em duas partes iguais, sendo que a porção proximal foi 
destinada para a técnica de imunohistoquímica e mensuração da área de secção 
transversa das fibras musculares (FIGURA 17B) e, a porção distal foi destinada para 
a contagem do número de sarcômeros em série. Toda a porção lateral do músculo 
sóleo esquerdo foi destinada para avaliação da expressão gênica, para tanto, após a 




     
Figura 17. Coleta do músculo sóleo esquerdo. A - Dissecação do músculo sóleo; B – Disposição do 
músculo sóleo para a mensuração do comprimento muscular, garantindo as posições das porções 
proximal e distal; C-  Mensuração do comprimento muscular com paquímetro; D – Secção longitudinal 
e transversal do músculo sóleo. 
 
      
Figura 18. Etapas da secção do músculo sóleo esquerdo. A- Secção longitudinal do músculo sóleo 
esquerdo, após retirada do animal. B- a porção medial do sóleo foi seccionada transversalmente, em 
duas partes iguais, sendo a porção proximal destinada para imunohistoquímica e mensuração da 
área de secção transversa das fibras musculares (ASTFM) e a distal para a contagem do número de 
sarcômeros em série; Expressão gênica: porção lateral foi destinada à avaliação da expressão 
gênica. 
3.2.3 Análise da área de Secção Transversa das Fibr as Musculares-ASTFM 
(Morfometria) 
 
Para fotomicrografia dos cortes histológicos foi utilizado o fotomicroscópio de 
Luz (Olympus BX50) e capturadas em sistema de vídeo-imagem (câmera Sony CCD 
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IRIS) por meio do Software Image Pro Plus 4.5. Foram avaliados os cortes 
transversais histológicos corados com hematoxilina-eosina. 
Em cada músculo foram mensuradas a área de 100 fibras musculares, 
escolhidas de modo aleatório  da região do ventre muscular da secção histológica, 
como descrito por Coutinho et al. (2004) e Gomes et al. (2004) (FIGURA 18). A 
ASTFM foi mensurada com o auxílio do software ImageJ.  
 
Figura 19. Corte transversal do músculo sóleo corado com HE para mensuração da ASTFM por meio 
do programa IMAGE J. Contorno em amarelo representa delineamento para mensuração da área de 
secção transversa de cada fibra muscular (ASTFM). Barra = 20µm. 
 
Para análise da ASTFM foi escolhido um corte histológico de cada músculo.  
Em seguida, o corte selecionado foi focalizado em objetiva de 10x em microscópio 
de Luz e fotografado em câmera digital. Posteriormente, a imagem foi transferida 
para um computador, onde 100 fibras foram selecionadas de modo aleatório, na 
região central da secção histológica e a área de secção transversa de cada fibra foi 




3.2.4 Procedimento para a contagem do número de sar cômeros em série 
 
Para obtenção de fibras musculares isoladas e avaliação do número de 
sarcômeros em série, a porção distal do músculo sóleo esquerdo foi fixada durante 3 
horas em glutaraldeido (2,5%) e em seguida mantida durante 2 dias em ácido nítrico 
(30%). Posteriormente os músculos foram armazenados em solução de glicerol 
diluída em água destilada (50%) (GOLDSPINK, 1968).  
Em seguida, foram isoladas 10 fibras musculares do ventre de cada músculo 
sóleo, através da lupa (Olympus) e de pinças ultra finas (Roney). As fibras 
musculares isoladas foram fixadas em lâmina histológica por meio de esmalte 
incolor (Risqué). Posteriormente foi contado o número de sarcômeros em série ao 
longo de 300 µm em cada fibra muscular, em microscópio de luz (objetiva 100x em 
imersão; microscópio Nikon, modelo Eclipse E 200) (FIGURA 19).  
O número total de sarcômeros e o comprimento dos sarcômeros em cada 
fibra muscular isolada foram estimados pela correlação entre o número de 
sarcômeros identificados ao longo de 300µm da fibra e o comprimento total do 
músculo, como descrito por Williams e Goldspink (1971).   
 
Figura 20: Fotomicrografia (100x em imersão) de fibra isolada de músculo sóleo de rata, preparada 
para contagem do número de sarcômeros em série. Traçado preto representa 100 µm, indicando a 
região onde foram contados os sarcômeros em série. Setas exemplificam os sarcômeros contados.  
 
 
3.2.5 Análise Estatística 
 
Inicialmente, os dados foram submetidos aos testes de Homogeneidade e 
Normalidade, por meio do Levene e Shapiro-Wilk, respectivamente. Para 
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comparação entre os grupos, quando foi identificada distribuição normal e 
homogênea, foram avaliados por meio do teste ANOVA one-way post hoc de Tukey,  
no software Statistic 7.0. Quando não foi identificada distribuição normal e 
homogênea, foram considerados não paramétricos e analisados por meio do teste 
Kruskall-Wallis. Foram analisadas as seguintes variáveis: força (N) aplicada para 
promover o alongamento nas ratas idosas, ao inicio e final de cada repetição, massa 
muscular, comprimento muscular, ASTFM, número de sarcômeros em série e 
comprimento dos sarcômeros. Foram consideradas como variáveis dependentes: 
força; comprimento muscular; número de sarcômeros em série e ASTFM. 
Os pesos corporais iniciais e finais, dentro de cada grupo experimental, foram 
comparados pelo teste t-pareado. O teste t pareado também foi utilizado para 
analisar a força (N) aplicada para promover o alongamento muscular, no GA. Os 









































4.2.1 Força (N) aplicada para promover o alongament o do músculo sóleo 
 
 Os dados referentes a força (N) aplicada para promover o alongamento do 
músculo sóleo nas ratas do grupo alongamento (GA), apresentaram redução 
significativa quando comparada a força inicialmente aplicada, com a força aplicada 
ao término de cada repetição do protocolo de alongamento (0,48±0,04N vs  
0,39±0,04N, p=0,0006, teste T pareado, Figura 28). 
 
Figura 21. Diferença entre força (N) inicial e final, aplicada para promover o alongamento do músculo  
sóleo. * diferença significativa ao comparar força (N) inicial com final, p=0,0006, teste T Pareado). 
GA= grupo alongamento; GC= grupo controle. 
4.2.2 Massa Corporal 
 
 O massa corporal apresentou distribuição normal (p=0,35, Shapiro-Wilk) e 
homogeinadade (p=0,56, Levene) e, não foram encontradas diferenças significativas 
no massa corporal final, quando realizada comparação entre grupo controle (GC) e 






























Figura 22. Efeitos agudos do exercício de alongamento na massa corporal (g) (p<0,05). GA= grupo 
alongamento; GC= grupo controle. 
 
Na diferença relativa, entre as massas corporais iniciais e finais, não foi 
observado alteração significativa intergrupos (p=0,45, ANOVA one-way)  (TABELA 
8). 
Tabela 7. Diferença relativa entre Massa Corporal Inicial e Final intergrupos. 
Grupos  Massa Inicial  
(g) 







GA 348,3±61,8 354,1±52,9 2,7±14,1 0,45 
GC 346,4±45,1 341,4±43,3 1,4±0,9 0,45 
GA= grupo alongamento; GC= grupo controle. Os resultados estão descritos como a média±desvio 
padrão (p<0,05). 
 
4.2.3 Massa Muscular 
 
Os dados apresentaram distribuição normal (p=0,66, Shapiro-Wilk) e 
homogeneidade (p=0,56, Levene) e não foi observada diferença significativa na 



























Figura 23. Efeitos agudos do exercício de alongamento na massa muscular (mg). Resultados 
descritos como média±desvio-padrão (p<0,05). GA= grupo alongamento; GC= grupo controle. 
 
Na diferença relativa, entre o peso corporal final e peso muscular, não foi 
verificada significância estatística intergrupos (p=0,43, ANOVA one-way)  (TABELA 
9). 
Tabela 8. Diferença relativa entre o massa corporal final e massa muscular 
intergrupos. 











GA 354,1±52,9 0,266±0,257 0,08±0,10 0,43 
GC 341,4±43,3 0,178±0,025 0,05±0,11 0,43 
GA= grupo alongamento; GC= grupo controle. Os resultados estão descritos como a média±desvio 
padrão (p<0,05). 
 
4.2.4 Comprimento Muscular do Sóleo 
 
No que se refere a comprimento do músculo sóleo, os resultados apresentaram 
distribuição normal (p=0,52, Shapiro-Wilk), mas, não apresentaram homogeneidade 
(p=0,04, Levene). Não houve diferença significativa na comparação do comprimento 

































Figura 24. Efeitos agudos do exercício de alongamento no comprimento muscular (mm). Resultados 




4.2.5 Área De Secção Transversa Das Fibras Muscular es (ASTFM) 
  Na análise desta variável os dados não apresentaram distribuição normal 
(p=0,00, Shapiro-Wilk) e homogenea (p=0,05, Levene). As ratas submetidas ao 
protocolo de alongamento (GA) apresentaram menor área de secção transversa do 
músculo sóleo, quando esses valores foram comparados ao grupo de ratas controle 
























Figura 25. Efeitos agudos do exercício de alongamento na ASTFM (µm²). * diferença significativa 
quando comparado com o GC (p=0,0001, Kruskal-Wallis). Resultados descritos como média±desvio-






4.2.6 Estimativa do número de Sarcômeros em Série 
 A distribuição dos dados apresentou-se normal (p=0.87, Shapiro-Wilk) e 
homogenea (p=0.59, Levene). Não foi observada diferença estatisticamente 





































Figura 26.Efeitos agudos do exercício de alongamento no número de sarcômeros em série (p=0,94, 
ANOVA one-way). Resultados descritos como média±desvio-padrão. GA= grupo alongamento; GC= 
grupo controle. 
 
4.2.7 Comprimento do Sarcômero 
 
 A distribuição dos resultados do comprimento dos sarcômeros não 
apresentaram normalidade (p=0,002, Shapiro-Wilk) e homogeneidade (p=0,00, 
Levene), além disso, a comparação entre grupos não mostrou significância 































Figura 27. Efeitos agudos do exercício de alongamento no número de sarcômeros em série (p=0,9, 















































 Esta etapa da pesquisa envolveu a aplicação de protocolo agudo de 
alongamento em ratas idosas (com 26 meses), isto é, foi realizado o exercício três 
vezes por semana, durante uma semana, sendo que os parâmetros de prescrição 
utilizados foram: 1 série, com 4 repetições de 60 segundos cada, com 30 segundos 
de intervalo entre cada repetição. Cabe ressaltar que o protocolo proposto foi 
realizado apenas no membro posterior esquerdo das ratas. Ao término desta etapa, 
foi verificado que o protocolo de alongamento agudo induziu diminuição da área de 
secção transversa das fibras musculares, e não induziu sarcomerogênese.  
Considerando que as ratas foram anestesiadas via inalatória para o 
procedimento de alongamento, conjecturava-se que este estresse gerado pela 
manipulação, indução e recuperação anestésica, pudesse reduzir o peso corporal, 
conforme reportado em alguns estudos (BALCOMBE, BARNARD e 
SANDUSCKY,2004; SECHI  et al.,2008). Entretanto, na presente pesquisa não foi 
observada alteração significativa no peso corporal das ratas idosas, após 1 semana 
de protocolo de alongamento. Este resultado corrobora com outros autores que 
realizaram protocolo de alongamento com frequência de 3 vezes por semana, em 
ratos jovens, e também não observaram modificação no peso corporal do grupo que 
foi submetido somente ao alongamento (COUTINHO et al., 2004). Portanto, verifica-
se que o peso corporal de ratas idosas ao longo de uma semana, sendo submetidas 
à anestesia e alongamento 3 vezes por semana, apresentou comportamento 
semelhante aos ratos jovens (COUTINHO et al., 2004). 
Em relação ao peso muscular, também não foi verificada alteração quando 
comparadas ratas idosas e jovens. No entanto, para avaliar o trofismo muscular, 
sabe-se que a mensuração da área de secção transversa da fibra muscular é melhor 
do que o peso muscular absoluto (GOMES et al., 2004).  
A presente etapa da pesquisa mostrou redução significativa na área de 
secção transversa das fibras musculares de ratas idosas submetidas ao exercício de 
alongamento. Outro estudo também reportou diminuição da área de secção 
transversa das fibras musculares, após protocolo de alongamento, porém, realizado 
apenas uma vez por semana e em ratos jovens (GOMES et al., 2004). Para explicar 
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este achado foi sugerido que as vias que regulam o crescimento em série e em 
paralelo, em resposta ao alongamento, devem ser distintas, já que modificação em 
paralelo como a atrofia muscular, não necessariamente está acompanhada por 
diminuição longitudinal, isto é, no número de sarcômeros em série, como também 
observado no presente estudo (GOMES et al., 2004).  
A redução da ASTFM pode ser precedida por mudanças na regulação de 
genes relacionados à diferenciação muscular e crescimento (MyoD), regulação da 
massa (miostatina), atrofia (atrogina) e fatores pró-inflamatórios como p38MAPK , 
NFκB e TNF-alpha, mesmo em músculos submetidos ao exercício de alongamento 
(RAMIREZ et al., 2013; GOMES et al., 2006; PEVIANI et al., 2007). 
Quando foram investigados genes relacionados ao trofismo muscular, 
conferiram que o gene da atrogina, relacionada com a atrofia muscular, apresentou 
aumento de expressão em músculo sóleo de ratos jovens submetidos ao 
alongamento (GOMES et al., 2006; PEVIANI et al., 2007). Portanto, foi observado 
que uma sessão de alongamento passivo manual, aumentou a concentração de 
RNAm da atrogina-1, indicando que houve ativação da via ubiquitina-proteossoma 
no sóleo de rato, o que em parte poderia explicar o decréscimo da área de secção 
transversa, observada após alongamento das ratas idosas do presente estudo 
(GOMES et al., 2006; PEVIANI et al., 2007).  
A atrofia muscular observada após o protocolo agudo de alongamento nas 
ratas idosas, pode estar relacionada a diminuição da habilidade de músculos 
envelhecidos em responder a carga mecânica (BALLAK et al.,2014; RAMASWAMY 
et al.,2011; KRAGSTRUP et al.,2011). Esta resposta pode ser decorrente da 
redução da expressão do fator de crescimento, prejudicando a regulação positiva do 
IGF-1 e MyoD (OWINO, YANG e GOLDSPINK, 2001). 
Meng e Yu (2010) afirmaram que a sarcopenia pode estar relacionada com a 
redução na atividade ou sensibilidade de proteínas sinalizadoras anabólicas, como 
IGF-1 e Akt.  A redução da plasticidade do músculo senescente é refletida na 
ausência do aumento das concentrações de RNAm do receptor IGF-1 após 5 dias 
de sobrecarga em músculo, comparada com animais jovens. As isoformas IGF-I e 
IGF-II são mediadoras de efeitos celulares através da ativação do receptor IGF-I, 
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que ativam a cascata tirosina-kinase relacionada com o aumento do trofismo 
muscular (OWINO, YANG e GOLDSPINK, 2001). 
 A Akt desempenha uma série de papeis importantes para a sarcopenia, que 
incluem supressão da apoptose e modulação da degradação proteica por inativar a 
FOXO e inibição da expressão da atrogina-1 e MURF-1 (MENG e YU, 2010; 
HADDAD e ADAMS, 2006). Portanto, pode-se hipotetizar que o protocolo de 
alongamento realizado no presente estudo, não foi suficiente para ativar a via da 
Akt, de maneira a impedir a atrofia no músculo sóleo de ratas idosas, como também 
sugerido por outros estudos com ratos jovens (SAKAMOTO et al., 2003; PEVIANI et 
al., 2007; GOMES et al., 2006). Concordando com esses resultados, estudo 
realizado em humanos verificou que o alongamento passivo agudo do músculo 
sóleo, não apresentou incremento na síntese de proteínas musculares, de maneira a 
estimular a hipertrofia muscular (FOWLES et al.,2000).  
Ainda, foi mostrado que as concentrações basais de fosforilação da Akt no 
músculo de ratos idosos era aproximadamente duas vezes menor, comparados com 
ratos jovens (HADDAD e ADAMS, 2006).  Assim, verifica-se que enquanto músculo 
sóleo de ratos jovens submetido ao alongamento, uma vez por semana, diminuiu 8% 
a área de secção transversa das fibras musculares (GOMES et al., 2004), no 
presente estudo, observou-se redução de 21% nas ratas idosas submetidas ao 
alongamento. Este intrigante achado, sugere que o alongamento realizado por 
apenas 1 semana, regulou negativamente o trofismo muscular. Desta forma, sugere-
se para estudos futuros, análises de genes relacionados a atrofia muscular para 
elucidar os mecanismos envolvidos na diminuição da área de secção transversa 
induzida pelo alongamento em ratas idosas. 
Sobre o comportamento longitudinal em resposta ao alongamento das ratas 
idosas, não se verificou alteração do comprimento muscular, confirmado com a 
contagem do número de sarcômeros em série, que também não se modificou. 
Estudo que utilizou protocolo de alongamento em ratos jovens, sem imobilização 
prévia, também não identificou sarcomerogênese no músculo gastrocnêmio 
(PEIXINHO et al., 2014). Por outro lado, Coutinho et al. (2004) identificaram 
aumento do número de sarcômeros em série, após protocolo de alongamento 3 
vezes por semana em ratos jovens, porém, este protocolo foi realizado durante 3 
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semanas consecutivas. Desta forma, observa-se que o tempo em que o protocolo de 
alongamento é realizado, interfere na adição de sarcômeros em série, mesmo 
quando o alongamento é realizado de maneira intermitente. Anteriormente, outros 
autores verificaram que a adição de sarcômeros em série era mais expressiva entre 
a 2a e 3a semanas de imobilização em posição de alongamento (WILLIANS e 
GOLSPINK, 1984). 
Já foi reportado por outros estudos que ao submeter o músculo esquelético 
ao alongamento, dependendo do tipo, da intensidade, duração e frequência deste 
exercício, pode ocorrer adição de sarcômeros em série (COUTINHO et al., 2004; 
SECCHI et al., 2008; CAÇÃO-BENEDINI et al., 2013). Porém, estes estudos foram 
realizados com ratos jovens, sugerindo que a sarcomerogênese pode ocorrer mais 
rapidamente e de maneira mais expressiva. Na presente pesquisa, a amostra era 
composta por ratas idosas (ANDREOLLO et al.,2012; NISTIAR et al.,2012), e 
mesmo com período de intervenção semelhante ao estudo de Cação-Benedini et al., 
(2013), não foi encontrado aumento do número de sarcômeros em série em ratas 
idosas.  
O crescimento muscular e atrofia são dois fenômenos distintos que são 
mecanicamente ligados. A inatividade ou atividade de uma série comum de 
moléculas controlando uma serie de vias de sinalização celular determinam se o 
tecido muscular esquelético irá responder aos estímulos definidos com aumento da 
síntese ou quebra proteica e redução da proliferação celular. Assim, acredita-se que 
esses dois processos sejam a chave para a compreensão dos mecanismos 
envolvidos na regulação da massa muscular esquelética (TOIGO e BOUTELLIER, 
2006). 
Dessa forma, a idade das ratas pode ter sido fator determinante para impedir 
a sarcomerogênese, tendo em vista que a transdução de sinal celular é baseada no 
background genético, idade, sexo, com a resposta celular e molecular culminando 
em adaptações estruturais específicas (TOIGO e BOUTELLIER, 2006).  
E ainda, sabe-se que fatores de crescimento participam da hipertrofia, os 
quais envolvem o crescimento muscular em série e paralelo (KOSTEK et al., 2007). 
Assim, pode-se supor que a diminuição do hormônio de crescimento pode impedir a 
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sarcomerogenese em músculos idosos (BIRBRAIR et al., 2013; KRAGSTRUP et al, 
2011; NILLWIK et al., 2013).  
Considerando as seguintes hipóteses da pesquisa: 
H0) O alongamento muscular agudo não interfere na morfologia, porcentagem de 
colágeno I e III e TGFβ -1, e expressão gênica de TGFβ -1 nas fibras musculares de 
ratas idosas; 
H2) O exercício de alongamento muscular agudo aumenta o número sarcômeros 
em série em músculos de ratas idosas.  
H3) O exercício de alongamento muscular agudo aumenta a área de secção 
transversa nos músculos de ratas idosas.  
Todas foram rejeitadas, pois, vericou-se que o protocolo de alongamento 
proposto interferiu na histomorfometria muscular, não apresentando 
sarcomerogenese e promovendo a hipotrofia muscular. Dessa forma, na tentativa de 
elucidar os mecanismos que levaram a atrofia muscular e ausência de 
sarcomerogênese no músculo idoso submetido a exercício de alongamento agudo, 
foi investigado na etapa 3 desta pesquisa, o fator-β-1 de crescimento TGFβ-1. Sabe-
se que altas concentrações de TGFβ-1 no tecido muscular, estão relacionadas a 
formação de tecido fibrótico, que prejudica o desempenho muscular e pode levar a 
atrofia muscular (BURKS e CONH,2011; SMITH et al.,2007). E, considerando o 
mecanismo de mecanotransdução, no qual a resposta adaptativa inicia-se na MEC 



































TÉCNICA DE IMUNOHÍSTOQUIMICA  
 
 A porção proximal do músculo sóleo esquerdo coletado dos dois grupos de 
ratas idosas, após cortes longitudinal e transversal, foi fixada em formalina 10% 
durante 48 horas, posteriormente os fragmentos foram desidratados e diafanizados, 
seguindo o protocolo: álcool 70%, 80%, 90%, 95% por 30 min; álcool 100% (I e II) 
por 30 min e xilol (I e II) por 15 min. 
Essas amostras foram emblocadas em parafina e cortadas no micrótomo 
(Leica RM 2145) a 4 µm e em seguida os cortes foram aderidos nas lâminas 
(AutoWrite Green Adesin Sakura  76 X 26 mm). Após, foi realizada a secagem das 
lâminas overnight a 60º C em estufa (Orion- modelo 502). Posteriormente foi 
realizada a desparafinização, usando xilol 100% em temperatura ambiente (2 vezes 
de 10 min); álcool etílico absoluto (3 vezes de 1 min); álcool etílico 80% (1 vez de 1 
min). 
 Foi realizado o bloqueio da peroxidase endógena com solução de peróxido 
de hidrogênio e metanol 5% (peróxido diluído em metanol). Logo após foi lavado em 
água destilada (FIGUA 20 A). Em seguida foi efetuada a recuperação antigênica: 
sendo as lâminas mergulhadas em recuperador ImunoRetriver (Dako®), em cuba de 
banho-maria (Ancap), à 98º C, por 40 min. 
Após, foram deixadas esfriar à temperatura ambiente (FIGURA 20B). Em 
seguida, as lâminas foram lavadas em água destilada, e, lâmina por lâmina foi 
riscada com caneta hidrofóbica Dako pen (Dako®), delimitando a área do corte. 
Ainda, as lâminas permaneceram em tampão PBS (tampão fosfato-salina) tris 
pH 7,3 (FIGURA 20C), até que as alíquotas de anticorpo fossem gotejadas, evitando 
a secagem do corte (FIGURA 20D). 
As alíquotas (100 µl) das soluções dos anticorpos Monoclonal Anti‐Collagen 
Type I (COL‐1, Sigma), Monoclonal Anti‐Collagen Type III (FH‐7A, Sigma) e 
Monoclonal Mouse Anti-TGFβ-1 (2C5, Santa Cruz), foram gotejadas sobre os cortes 






Figura 28. Confecção das lâminas de imunhistoquímica. A – Desparafinizaçãodas lâminas e bloqueio 
da peroxidase endógena; B- Lâminas resfriando a temperatura ambiente; C - lâminas em tampão 
TBS; D – lâminas com alíquotas do anticorpo; E – Posicionamento da câmara úmida na geladeira 
overnight. 
 
No dia seguinte, as lâminas foram lavadas em tampão TBS tris pH 7,3 e 
deixadas no tampão por 15 min. Novamente foram lavadas em tampão, secadas e 
então pingado Advance link (Dako®) e deixado por 30 min. Em seguida, foram 
lavadas em tampão e gotejado Advance enzyme (Dako®) e deixado por 30 min. 
Após,  foi lavado em tampão, secado e pingado cromógeno DAB (1:1) até a 
visualização da cor castanha e então, foi lavada rapidamente em água destilada. Na 
sequência, foi contracorado com Hematoxilina de Harris por 5 min, lavado em água 
da torneira e deixado por 5 min. Desidratado com álcool etílico absoluto (3x 1 min.). 
Diafanizado com xilol (3 x 5 min). Após foi realizada montagem da lâmina com 
Entellan® (Merck, Germany). 
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Para detectar a imunoatividade foi utilizado o kit ImmPRESS™ (Anti-
Mouse/Rabbit Ig Reagent, Vector Labs, US) conjugado com peroxidase de acordo 
com as instruções do fabricante. A coloração foi desenvolvida por meio do Kit 
ImmPACT™ DAB (Vector Labs, US).  
 
3.3.1 Análise Imunohistoquímica 
 
As lâminas dos anticorpos colágeno I, colágeno III e TGFβ-1 foram analisadas 
por método quantitativo morfométrico (KONDO et al., 2011).   
 Para a leitura dos anticorpos colágeno I, colágeno III e TGFβ-1, foi utilizado o 
programa Image Pro Plus® com o auxílio de câmera Dino-eye® e de microscópio 
óptico BX50 (Olympus®) (objetiva de 40x). Os anticorpos dos anticorpos colágeno I, 
colágeno III e TGFβ-1, coram o epimísio, endomísio e endomísio/perimísio, 
respectivamente, em castanho, quando positivo.  
Fotomicrografia em campo de grande aumento (400X) foi realizada de uma 
lâmina controle positiva. O observador forneceu ao programa amostra da coloração 
castanha considerada positiva nesta fotomicrografia da lâmina controle para permitir 
a quantificação do colágeno I (FIGURA 21A), colágeno III (FIGURA 21B) e TGFβ-1 
(FIGURA 21C) pelo método de colorimetria (RECHERT-FARIA, 2012). Esta 
fotomicrografia passou a ser a “máscara”, de acordo com Calvi e colaboradores 
(2012), a máscara é confeccionada a partir de estrutura especifica que é demarcada 
em uma imagem. Dessa forma, após selecionar a estrutura específica, o programa 
identificou os pixels da estrutura e, a partir disso, o software selecionou pixels 
adjacentes com cores similares (CALVI et al.,2012). 
 Neste estudo, os pixels selecionados foram da cor castanha para os 
colágenos I e III e TGFβ-1. Assim, após esta seleção, foi possível a visualização das 
máscaras referentes ao colágeno I, III e TGFβ-1, como pode ser conferido nas 






Figura 29. Corte transversal do músculo sóleo, técnica de imunohistoquímica. A – setas indicam 
marcação imunopositiva para o colágeno I; B – máscara para análise colágeno I (região com cor 
vermelha demostra imunopositividade); C- * marcação imunopositiva para o colágeno III D – máscara 
para análise colágeno III (região com cor vermelha demostra imunopositividade);E –  demonstram 
marcação imunopositiva para o TGFβ-1; F – máscara para análise TGFβ-1(região com cor vermelha 
demostra imunopositividade).  Barra = 200µm 
 
Na sequencia, o programa automaticamente identificou as área imuno-
positivas, isto é, a tonalidade castanha padronizada no campo selecionado, 
demarcando na cor vermelha, permitindo quantificar a área do colágeno I, colágeno 
III e TGFβ-1. Para cada caso foram fotografados 10 campos da esquerda para a 
direita e de cima para baixo, de cada lâmina histológica, de cada sóleo de cada rata, 
de todos os grupos experimentais. No final, foram selecionadas 5 imagens que 
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continham menos artefatos e maior quantidade de fibras musculares. Consideraram-
se artefatos depósitos de reagentes, fibras dobradas, rasgadas ou mal focalizadas. 
Para excluir qualquer influência da quantidade de área de fibra muscular, 
cada lâmina, de cada animal, teve o total de área muscular calculada pelo programa 
Image Pro Plus. Dessa forma, a porcentagem de colágeno I, colágeno III e TGFβ-1 
foi estimada considerando a área total da fibra muscular por lâmina fotografada. 
Primeiramente, para calcular a área total de fibra muscular por lâmina, foram 
selecionadas todas as fibras musculares em aumento 400x, correspondendo a 100% 
da área de fibra muscular. A seguir, a cor castanha foi selecionada representando 
colágeno I, colágeno III ou TGFβ-1, permitindo estimar a porcentagem imuno-
positiva por área de fibra muscular total. 
Após a leitura de 5 imagens, foi calculada a média aritmética das 
porcentagens de colágeno I, colágeno III e TGFβ-1, de cada animal. Ainda foi 
calculada a relação entre a proporção de colágeno I e colágeno III intra e 
intergrupos, para este cálculo foi considerada a média da porcentagem de colágeno 
I como numerador, e a média da porcentagem de colágeno III como denominador, 
assim, a razão numerador e denominador do grupo controle foi considerada como 
valor de referência. 
3.3.2 Análise Estatística 
 
Inicialmente, os dados foram submetidos aos testes de Homogeneidade e 
Normalidade, por meio do Levene e Shapiro-Wilk, respectivamente. Para 
comparação entre os grupos, caso apresentassem distribuição normal e 
homogênea, foram avaliados por meio da ANOVA one-way post hoc Tukey. Quando 
os resultados não apresentaram distribuição normal e homogênea, foram 
considerados não paramétricos e analisados por meio do teste Kruskall-Wallis. Os 
valores foram considerados significativos quando p ≤ 0,05. Foram consideradas 































4.3.1 Porcentagem de Colágeno I por área total de f ibra muscular 
 
 A área do colágeno I foi expressa em porcentagem por área total de fibra 
muscular. Os dados obtiveram distribuição normal (p=0,69, Shapiro-Wilk), porém 
não apresentaram homogeneidade (p=0,00, Levene). No que diz respeito a área 
total de imunopositividade para o colágeno I, o GA foi estatisticamente menor 
quando comparado ao GC (p=0,00, Kruskal-Wallis, Tabela 10). A área total de fibra 
muscular não apresentou significância estatística na comparação intergrupos 
(p=0,88, ANOVA, Tabela 10). Em relação a porcentagem de colágeno I, por área 
total de fibra muscular, o GA apresentou redução significativa quando comparado ao 
GC (p=0,00, Kruskal-Wallis, Tabela 10).  
Tabela 9. Comparação da porcentagem de Colágeno I no músculo sóleo das ratas 
idosas. 
GA= grupo alongamento; GC= grupo controle. Os resultados estão descritos como a média±desvio 
padrão. *quando comparado ao GC (p=0,00, Kruskal-Wallis); ‡quando comparado ao GC (p=0,00, 
Kruskal-Wallis). 
 
A figura 35 demonstra a diferença entre a deposição de colágeno I nos 
grupos controle (35A) e alongamento (35B). 
Grupos 
Área total de 
imunopositividade 
(µm²)  
Área total de fibra 
muscular (µm²) 
Porcentagem de 
Colágeno I por 
área total de 
fibra muscular 
(%) 
GC 996±1013 137.043,05±19.334 1,67±1,91 
GA 752±547* 88.980±14.231 1,41±1,21‡ 
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Figura 30 – Corte transversal do músculo sóleo, técnica de imunohistoquímica. Comparação de 
imunopositividade intergrupos para colágeno I. A – Grupo Controle (GC); B – Grupo alongamento 
(GA), note que a deposição é menor quando comparada ao Grupo Controle (GC) (A).Setas 
demonstram marcação positiva. Barra 200µm. 
4.3.2 Porcentagem de Colágeno III por área total de  fibra muscular 
 
 A distribuição dos resultados referentes a análise do colágeno III, 
apresentaram normalidade (p=0,81, Shapiro-Wilk), porém, não exibiram 
homogeneidade (p=0,00, Levene). A tabela 9 apresenta a ocupação do colágeno III 
por área total de fibra muscular, por grupo. A área total de imunopositividade para 
este colágeno foi significativamente maior no GA quando comparado ao GC  
(p=0,00, Kruskal-Wallis). A comparação de área total de fibra muscular intergrupo, 
não apresentou significância estatística na comparação intergrupos (p=0,55, 
ANOVA). E ainda, a porcentagem de colágeno III, por área total de fibra muscular, 
teve aumento expressivo no GA, quando comparado ao GC (p=0,00, Kruskal-Wallis, 











Tabela 10. Comparação da porcentagem de Colágeno III entre grupo controle e 
alongamento 
Grupos 
Área total de 
imunopositividade 
(µm²)  
Área total de fibra 
muscular (µm²) 
Porcentagem 
de Colágeno III 
por área total 
de fibra 
muscular (%) 
GC 2.924±2.210 67.412 ±12.159 4,92±5,30 
GA 3.915±2.864* 69.349±15.524 7,06±6,88‡ 
GA= grupo alongamento;GC= grupo controle. Os resultados estão descritos como a média±desvio 
padrão. *quando comparado ao GC (p=0,00, Kruskal-Wallis); ‡quando comparado ao GC (p=0,00, 
Kruskal-Wallis).  
A figura 36 demonstra a diferença entre a deposição de colágeno III nos 
grupos controle (36A) e alongamento (36B). 
 
      
Figura 31 - Corte transversal do músculo sóleo, técnica de imunohistoquímica. Comparação de 
imunopositividade intergrupos para colágeno III. A – Grupo Controle (GC); B – Grupo alongamento 
(GA), note que a deposição é maior quando comparada ao GC (A).Setas demonstram marcação 
positiva. Barra 200µm. 
 
4.3.3 Porcentagem de TGF β-1 por área total de fibra muscular 
 No que diz respeito a distribuição dos resultados da avaliação do TGFβ-1, 
houve normalidade (p=0,66,Shapiro-Wilk), entretanto não foi observada 
homogeneidade (p=0,00, Levene).        
 A análise da área de imunopositividade do TGFβ-1, foi significativamente 
menor no GA quando comparado ao GC (p=0,02, Kruskal-Wallis, Tabela 12). Já a 
área total de fibra muscular não apresentou significância na comparação intergrupos 




fibra muscular foi expressivamente menor no GA quando comparado ao GC (p=0,04, 
Kruskal-Wallis, Tabela 12).  
Tabela 11. Comparação da porcentagem de TGFβ-1 no músculo sóleo de ratas 
idosas.  
Grupos 
Área total de 
imunopositividade 
(µm²)  
Área total de fibra 
muscular (µm²) 
Porcentagem de 
TGFβ-1 por área 
total de fibra 
muscular (%) 
GC 1.280±1.871 72.102±13.606 1,90±2,85 
GA 1.009±928* 72.663±12.961 1,60±1,69‡ 
GA= grupo alongamento; GC= grupo controle. Os resultados estão descritos como a média±desvio 
padrão. *quando comparado ao GC (p=0,02, Kruskal-Wallis); ‡quando comparado ao GC (p=0,04, 
Kruskal-Wallis). 
A figura 37 demonstra a diferença entre a deposição de TGFβ-1 nos grupos 
controle (37A) e alongamento (37B). 
 
 
Figura 32 Corte transversal do músculo sóleo, técnica de imunohistoquímica. Comparação de 
imunopositividade intergrupos para TGFβ-1. A – Grupo Controle (GC); B –Grupo Alongamento (GA), 
note que a deposição é menor quando comparada ao GC (A).Setas demonstram marcação positiva. 
Barra 200µm. 
 
4.3.4 Relação entre Colágeno I e Colágeno III por á rea de fibra muscular 
 
A distribuição dos resultados não apresentaram normalidade (p=0,00, 
Shapiro-Wilk), e homogeneidade (p=0,00, Levene). A análise intergrupos mostrou 
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que esta relação foi significativamente menor no GA quando comparado ao GC 
(0,19 vs 0,34, p=0,00, Kruskal-Wallis, Tabela 13). 
Tabela 12. Relação entre Colágeno I e Colágeno III por área de fibra muscular do 




Colágeno I (%)  
Porcentagem de 
imunopositividade 
Colágeno III (%) 
Relação entre I 
e colágeno III 
por área total de 
fibra muscular  
GC 1,67±1,91 4,92±5,30 0,34 
GA 1,41±1,21 7,06±6,88 0,19* 
*significativo quando comparado ao GC (p=0,00, Kruskal-wallis); Os resultados são descritos como 













































A presente etapa envolveu a investigação dos efeitos do protocolo agudo de 
alongamento em ratas idosas (com 26 meses), conforme descrito no item 4.2, por 
meio de análise imunohistoquímica do fator de crescimento TGFβ-1, colágeno I e 
colágeno III.  
Verificou-se que as concentrações de TGFβ-1 foram significativamente 
menores no grupo alongamento quando comparado ao grupo controle. Desta forma, 
sugere-se que o exercício de alongamento agudo deve atuar como modulador da 
atividade do TGFβ-1, promovendo diminuição de deposição de tecido fibrótico no 
músculo esquelético. 
O TGFβ-1 é importante mediador da síntese de colágeno, a qual é 
mecanicamente induzida por fibroblastos (YANG et al.,2004). Estudo que avaliou os 
efeitos do treinamento excêntrico, concêntrico e isométrico na expressão gênica do 
TGFβ-1 e colágeno em ratos, verificou que o aumento da síntese de colágeno I no 
músculo é diretamente proporcional ao aumento das concentrações de TGFβ-1, e 
que a tensão gerada no músculo pelo aumento do comprimento músculo-tendíneo, 
durante o exercício excêntrico, estimula a síntese de colágeno I quando comparado 
aos exercícios concêntricos e isométricos (HENEIMEIER et al.,2007). 
Portanto, apesar de ser observada na etapa 2, que houve atrofia muscular no 
grupo de ratas idosas submetidas ao alongamento, observou-se redução da 
porcentagem de TGFβ-1, sugerindo que a proliferação do tecido conjuntivo foi 
impedida, como observado por outros autores, que mantiveram o sóleo de ratos 
jovens imobilizado em posição de alongamento (WILLIAMS et al., 1988; COUTINHO 
et al., 2006). Este achado pode ter representação clínica, já que, impedir a 
proliferação de tecido conjuntivo é estratégia para prevenir a redução da flexibilidade 
em idosos (HOLLAND et al., 2002). 
Em estudo realizado com células, divididas em dois grupos, um com 
suplementação de alta concentração de TGFβ-1, e outro grupo com baixa 
concentração de TGFβ-1, foi realizado alongamento cíclico destas células, e 
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verificou-se que no grupo suplementado com alta concentração de TGFβ-1, houve 
aumento da deposição de colágeno I (SEYDAN e TRANQUILO, 2011).   
Em relação ao colágeno I, no presente estudo, observou-se redução 
significativa na porcentagem por área de fibra muscular no grupo de ratas idosas 
alongadas e, neste mesmo grupo, houve aumento significativo da porcentagem de 
colágeno III por área de fibra muscular. 
Cação-Benedini e colaboradores (2013) aplicaram protocolo de alongamento 
em ratas jovens após período de imobilização e verificaram que após um dia de 
alongamento, as ratas apresentaram aumento na concentração de colágeno tipo III 
e, além disso, no terceiro dia de protocolo de alongamento, esta concentração se 
manteve, corroborando com os dados do presente estudo, onde a concentração de 
colágeno III foi significativamente maior no grupo de ratas idosas alongadas. 
Já em relação ao colágeno tipo I, os mesmos autores verificaram em ratas 
jovens que sua concentração foi menor quando comparada à concentração de 
colágeno III e ainda, a concentração de colágeno tipo I foi significativamente menor 
no grupo imobilizado e alongado, quando comparado ao grupo controle, 
concordando com os achados do presente estudo. Entretanto, estes autores 
mostraram que as concentrações tanto de colágeno I quanto de colágeno III, 
permaneceram as mesmas entre o primeiro e terceiro dias de protocolo de 
alongamento sem imobilização. Em contrapartida, o grupo que foi imobilizado e 
deixado livre na gaiola, apresentou decréscimo nas concentrações de colágenos I e 
III entre o primeiro e terceiro dias de protocolo. Assim, sugere-se que os músculos 
das ratas idosas submetidas ao alongamento no presente estudo, apresentaram 
comportamento semelhante ao de ratas jovens que foram previamente imobilizadas 
e submetidas ao alongamento (CAÇÃO-BENEDINI  et al., 2013). 
Jarvinen e colaboradores (2007) sugeriram que as mudanças ocorridas no 
tecido conjuntivo intramuscular contribuem para a perda funcional e propriedades 
biomecânicas do musculoesquelético imobilizado. Estas consequências podem 
alterar a relação da expressão dos colágenos tipos I e III, que modifica as 
propriedades de força tênsil, rigidez e complacência muscular. Para reorganização 
do tecido conjuntivo intramuscular, programas de alongamento passivo têm 
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contribuído para o aumento da extensibilidade muscular, devido à reorganização do 
tecido conjuntivo intramuscular (COUTINHO et al., 2006). 
Ainda em relação às concentrações de colágeno no tecido muscular, sugere-
se que a relação entre colágeno tipo I e III é considerada mais importante do que 
suas concentrações absolutas individuais, onde maior concentração do colágeno 
tipo III em relação ao colágeno tipo I é considerado favorável, como observado no 
presente (MATTIELO-SVERZUT  et al., 2013). Essa proporção afeta as 
propriedades mecânicas do músculo, potencializando o desempenho e impedindo 
lesão das miofibrilas, formando uma estrutura mais favorável para a transmissão das 
altas cargas (MATTIELO-SVERZUT  et al., 2013). Apesar da relação do colágeno III 
com colágeno I, ter sido significativamente menor no grupo alongamento quando 
comparado ao grupo controle, verificou-se que dentro do grupo alongamento esta 
proporção foi expressiva, sugerindo que um dos efeitos agudos do alongamento no 
músculo idoso, pode ser a prevenção de lesão, por favorecer a mecanotransdução.  
O colágeno tipo I é encontrado principalmente no epimísio e em menor 
quantidade no perimísio, sendo também localizado na pele, ossos, ligamentos e 
tendões (TAKALA & VIRTANEN, 2000). Suas fibras são as mais tolerantes ao 
estresse e apresentam alta força tênsil e limitada elasticidade, sendo, portanto, as 
mais adaptadas para a transmissão de força longitudinal, e é predominante no 
músculo envelhecido (HAN et al., 1999; MATTIELO-SVERZUT et al., 2013; HINDLE 
et al., 2009). Do aspecto biomecânico, o colágeno tipo I representa a força tênsil 
durante a aplicação de uma carga na fase elástica e o colágeno tipo III representa a 
conformidade tecidual durante ciclo de deformação comprimento-tensão 
(MATTIELO-SVERZUT et al., 2013). Assim, pode-se justificar os resultados da etapa 
1 da presente pesquisa, na qual verificou-se redução da força aplicada para 
promover o alongamento em ratas idosas. Este achado poderia ser explicado pelo 
efeito agudo do alongamento, que causou aumento da porcentagem de colágeno III 
no músculo. Desta forma, durante o ciclo comprimento-tensão ocorre aumento da 
deformação músculo-tendínea, reduzindo assim a força aplicada para gerar o 
alongamento. 
A transmissão de força do complexo músculo-tendíneo é dependente da 
integridade estrutural tanto das fibras musculares como da matriz extracelular (MEC) 
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e sua resistência deve-se a interações inter e intra moleculares, orientação, 
densidade e comprimento das fibras musculares e das fibras de colágeno (KJAER, 
2004). Dessa forma, a quantidade e o tipo de estresse mecânico sobre a MEC 
podem afetar a síntese e/ou degradação de seus componentes, alterando sua 
quantidade e qualidade. Nesse aspecto, sabe-se que exercícios com carga são 
capazes de aumentar a síntese de colágeno muscular (TAKALA e VIRTANEN, 
2000). Assim, os achados da presente pesquisa, sugerem que o exercício de 
alongamento agudo contribuiu para a integridade estrutural da MEC, podendo 
prevenir lesões e a diminuição da amplitude de movimento em idosos. 
 De acordo com McCormick (1994), as alterações do diâmetro da fibra 
muscular estão relacionadas a redução do endomísio, ou seja, o estímulo de 
alongamento influencia na mecanotransdução, sendo que, as fibras não contráteis 
(colágenos) são  as primeiras a sofrer as adaptações deste estímulo. E ainda, o 
decréscimo de colágeno III está associado com o aumento da rigidez muscular 
(McCORMICK, 1994). Assim, os resultados da presente tese sugerem que o 
alongamento muscular regula positivamente a síntese de colágeno, e auxilia na 
redução da rigidez muscular no idoso. 
Considerando as hipóteses da pesquisa abaixo: 
H0) O alongamento muscular agudo não interfere na morfologia, porcentagem de 
colágeno I e III e TGFβ -1, e expressão gênica de TGFβ -1 nas fibras musculares de 
ratas idosas; 
H4) O exercício de alongamento muscular diminui a porcentagem de colágeno I e 
TGFβ -1 nas fibras musculares de ratas idosas por análise imunohistoquimica; 
H5) O exercício de alongamento muscular aumenta a porcentagem de colágeno 
III nas fibras musculares de ratas idosas por análise imunohistoquimica; 
Os resultados desta etapa da pesquisa rejeitam a H0, pois, o exercício de 
alongamento proposto interferiu nas porcentagens de colágeno I e III e TGFβ-1 nas 
fibras musculares das ratas idosas. Assim, as hipósteses 3 e 4 foram aceitas, uma 
vez que foi demonstrada redução das porcentagens de colágeno I e TGFβ-1 e 
aumento na porcentagem de colágeno III nas fibras musculares das ratas idosas 
submetidas ao alongamento. 
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As etapas, 2 e 3, do presente estudo apresentaram algumas limitações 
como: 1) não foram comparadas ratas idosas e jovens; 2) não houve análise 
molecular, sendo que a avaliação da expressão de genes relacionados a sarcopenia 
e hipertrofia iriam contribuir para compreensão dos resultados da morfologia 
muscular. Assim, realizou-se a análise da expressão de gene relacionado a 














































MATERIAIS E MÉTODO - AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA POR REAÇÃO 
EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) EM TEMPO REAL 
3.4.1 Isolamento de RNA total  
 
Após a dissecação e retirada do músculo sóleo, a porção lateral foi utilizada 
para extração do RNA total (80mg). Tal porção foi congelada imediatamente em 
nitrogênio líquido e armazenada à –80ºC, para posterior extração do RNA total. 
Para a extração do RNA total, o fragmento do músculo sóleo foi submetido à 
homogeneização com Trizol (Gibco) (1mL), seguindo as orientações do fabricante 
(Life Technologies, Inc., USA). Após a homogeneização foi acrescentado 0,2 mL de 
clorofórmio às amostras, misturado por inversão e incubado por 2 min em 
temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 15 min, 
12.000 rpm (centrífuga refrigerada, Eppendorf). A fase aquosa, que contém o RNA, 
foi coletada e transferida para outro tubo autoclavado (FIGURA 22A), adicionando-
se 0,5mL de álcool isopropílico. A mistura foi mantida à temperatura ambiente por 10 
minutos visando a precipitação do RNA. 
Ao final do período de precipitação, as amostras foram centrifugadas por 10 
min à 13.000 rpm (centrífuga refrigerada, Eppendorf). Em seguida foi realizada a 
lavagem do RNA precipitado com 1mL de etanol (75%, diluído em água DEPC- 
diethyl pytocarbonate 97%). Após breve agitação, as amostras foram centrifugadas 
por 5 min à 10.000 rpm, o álcool foi removido (sobrenadante), o RNA foi seco ao ar 
livre  (FIGURA 20B) e posteriormente foi resuspendido em 30mL de tampão TE pH 
7,6 (TRIS HCL/EDTA). Para que o pelet fosse solubilizado mais facilmente, foi 
realizada incubação à 57ºC por 5 minutos (Thermomixer- Eppendorf). 
A absorbância das amostras foi determinada por espectrofotometria 
(Nanodrop, Thermo Scientific), nos comprimentos de onda de 260nm e 280nm. No 
sentido de avaliar a qualidade do RNA isolado foi determinada a razão entre as 
absorbâncias 260 e 280 nm (razão ≥ 1.8). A absorbância em 280 nanômetros foi 
utilizada para se determinar o montante de proteínas presentes na amostra. Desta 
forma, usou-se a razão A260/A280 para determinar a qualidade do procedimento, 






Figura 33 – Etapas de extração do RNA. A – Divisão das fases para purificação da extração (RNA; 
DNA; Proteinas); B – RNA.  
 
Para avaliar a qualidade do material, foi realizada eletroforese das amostras 
(25mg de RNA total) em gel denaturante de agarose (1%), formaldeído, em tampão 
TBE 1x a uma voltagem de 80mV. O gel foi corado com Safer. As bandas de RNA 
ribossomal mais abundantes (28s e 18s) foram visualizadas, indicando que não 
houve degradação, como pode ser visualizado na Figura 23.  
 
 
Figura 34 – Gel de agarose (1%) corado com Safer indicando a integridade do RNA total, através da 








3.4.2  Transcrição Reversa (RT): 
 
Após a finalização do isolamento do RNA total, foram realizadas transcrições 
reversas (RT) em termociclador (Eppendorf). 
 
Reação de RT (para cada amostra) 
- 1ug de RNA total 
- 0,02 ug/uL primer oligo dT (Invitrogen) 
Incubou-se por 10 minutos a 70ºC e logo em seguida os tubos foram reservados em 
gelo, para a adição do mix; 
 
Mix : 
- 4mL de 5x Buffer 
- 0,8 mM dNTPs (Invitrogen) 
- 4 mM DTT (Invitrogen) 
- 200 uL de Transcriptase Reversa (Invitrogen) 
Após a adição do mix, as amostras foram incubadas por 60 min à 42ºC e 10 
minutos à 94ºC, em termocilcador (Eppendorf). 
A integridade do produto da RT DNA complementar (cDNAs) foi conferida 
através da realização de gel de agarose (1%) não denaturante, corado com Safer. 




Figura 35 – Gel de agarose (1%) não denaturante, corado com Safer, no qual pode ser visualizada a 





Os oligonucleotídeos que foram utilizados como primers para as reações de 
polimerase em cadeia foram obtidos de HEINEMEIER et al. 2007. As seqüências de 
cada primer estão representadas na tabela 02. A ressuspensão e concentração para 
sua utilização foram feitas seguindo as orientações do fabricante, utilizando-se o 
seguinte cálculo: 
 
X (µl) = volume final (µl) x concentração estoque do primer (µM) 
Quantidade de primer (pMol) / volume ressuspendido (µl) 
 
Tabela 13. Seqüência nucleotídica dos primers para medir a expressão gênica por 
PCR quantitativo em tempo real. 
 
RNAm Senso Antisenso 
TGF-β-1a  CCCCTGGAAAGGGCTCAACAC TCCAACCCAGGTCCTTCCTAAAGTC 
GAPDHa  CCATTCTTCCACCTTTGATGCT TGTTGCTGTAGCCATATTCATTGT 
3.4.4 PCR em Tempo Real 
 
As reações em cadeia polimerase (PCR) foram realizadas em um 
equipamento que monitora a geração de amplicons em tempo real (PCR real-time, 
Applied Biosystems). As reações foram efetuadas utilizando-se 40ng/µL de cDNA, 
para todos os genes avaliados, adicionado a uma reação contendo 25µL de SYBR 
Green PCR master mix, e 180nM do primer, em uma solução com volume final de 
55µL, dividido em dois tubos (duplicata). Para cada gene, todas as amostras foram 
amplificadas simultaneamente e em duplicatas. Os dados foram analisados usando 
o método comparativo do ciclo limiar (Ct). A expressão de cada gene alvo foi 
normalizada para o gene GAPDH. Além disso, foi utilizado um controle negativo 
contendo RNA, mas não M-MLV RT, para garantir que o produto do PCR não estava 
amplificando DNA genômico (SCHWARTZ et al., 1995). 
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 As condições de ciclagem consistiram em 2 passos: 50ºC por 2 min e 95ºC 
por 10 min, seguido de 40 ciclos com duas etapas, 15s de denaturação à 95ºC e 60s 
de anelamento à 60ºC. 
Após a reação de PCR, foi possível determinar o início da fase de 
amplificação exponencial (Ct, cycle threshold) de cada amostra, que foi utilizado 
como dado para a análise da expressão gênica do gene TGFβ-1, como pode ser 
visualizado na figura 23. 
No sistema de amplificação “Real time”, as fases de anelamento, extensão e 
denaturação ocorrem durante os ciclos de maneira similar quando da utilização do 
termociclador convencional; a diferença é que a amplificação da seqüência alvo é 
detectada em tempo real pela emissão de fluoróforo, que ocorre quando há 
formação de dupla fita na região codificada pelo par de primers. A quantificação 
relativa da amplificação é feita pela fluorescência captada pela unidade óptica do 
aparelho. Neste sistema, em um gráfico hipotético em que a ordenada 
corresponderia ao número de cópias e a abscissa ao número de ciclos, o resultado 
teórico esperado é uma curva do tipo sigmóide. O ideal no PCR tradicional é efetuar 
uma reação em que o número de ciclos escolhido se encontre dentro do trecho 
linear da curva, evitando-se assim os extremos assintóticos. Pelas características do 
PCR real time é possível determinar este perfil de amplificação, o que representa 
uma das vantagens metodológicas. O ponto na abscissa correspondente ao início do 
trecho linear é chamado de Ct e este valor é utilizado para a comparação relativa da 
expressão gênica: quanto menor o Ct, mais expressa é determinada mensagem 
(como pode ser visualizado na figura 25), e a especificidade do primer poder ser 







Figura 36- Representação gráfica da amplificação do produto do PCR para determinar a amplificação 




Figura 37- Curva de dissociação demonstrando a especificidade do primer do TGFβ-1. 
3.4.5 Análise Estatística 
 
A análise de variância para comparação entre os grupos foi realizada 
utilizado-se o teste ANOVA, seguido do post hoc Tukey. Os valores foram 
considerados significativos quando p< 0,05, sempre comparando o grupo controle 
com o grupo alongamento. Foi considerada como variável dependente a expressão 





























AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA POR REAÇÃO EM CADEIA DA 
POLIMERASE (PCR) EM TEMPO REAL   
4.4.1 Expressão Gênica de TGF β-1 
  
Na análise desta variável os dados apresentaram distribuição normal (p=0,32, 
Shapiro-Wilk) e homogenea (p=0,40, Levene). As ratas submetidas ao protocolo de 
alongamento (GA) apresentaram redução significativa na expressão de TGFβ-1 





















Figura 38 - Efeitos agudos do exercício de alongamento na expressão gênica do TGFβ-1 do músculo 
sóleo. * quando comparado ao GC (p=0,005, ANOVA one-way). Os resultados estão descritos como 









































AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA POR REAÇÃO EM CADEIA DA 
POLIMERASE (PCR) EM TEMPO REAL  
 
A presente etapa envolveu a investigação dos efeitos do protocolo agudo de 
alongamento em ratas idosas (com 26 meses), conforme descrito no item 4.2, 
através de análise da expressão gênica por reação em cadeia da polimerase em 
tempo real do fator de crescimento TGFβ-1.  
Observou-se que o grupo de ratas idosas submetidas ao protocolo de 
alongamento muscular apresentou expressão gênica do TGFβ-1 significativamente 
menor quando comparada com grupo controle. Este resultado concorda com os 
achados referentes a este fator de crescimento, na avaliação por imunohistoquimica. 
Cabe ressaltar que durante o processo de envelhecimento, a expressão 
gênica basal TGFβ está aumentada, fato que, potencializa a deposição de colágeno 
e tecido fibrótico no músculo (LI et al., 2013). Neste sentido, na presente pesquisa 
observou-se expressão gênica de TGFβ-1 nos dois grupos de ratas idosas, assim, 
sustenta-se a premissa que o músculo idoso é inflamado crônico, entretanto, no 
grupo submetido ao alongamento muscular a expressão foi significativamente 
menor, sugerindo que o exercício de alongamento atua como inibidor da expressão 
gênica de TGFβ-1. 
 Estudos verificaram que a presença de TGFβ-1 intracelular tem impacto 
negativo na regeneração muscular, enquanto que em células musculares hígidas, 
ele está ausente (YAMAZAKI,1994; MU e LI., 2011), o que suporta a afirmativa de 
que o exercício de alongamento muscular realizado em ratas idosas possui ação 
antifibrótica. 
Em estudos anteriores (BERNASCONI  et al., 1999; CONFALONIERI et 
al.,1997), utilizando amostras de biopsia muscular de pacientes com doenças 
musculares, o TGFβ-1 foi localizado, em áreas de espessamento tecidual na matriz 
extracelular ou no tecido conjuntivo fibroso. Estes pesquisadores revelaram que o 
TGFβ-1 desempenha importante papel nos processos de fibrose tecidual associados 
a doenças musculoesqueléticas como distrofia muscular progressiva e polimiosite 
(BERNASCONI  et al., 1999; CONFALONIERI et al.,1997). Além disso, foi 
demonstrado em experimento realizado no diafragma de camundongos com distrofia 
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muscular que o RNAm do TGFβ-1 localiza-se em áreas de infiltração de células 
inflamatórias (GOSSELIN et al.,2004). 
Smith e colaboradores (2007) verificaram que o músculo lesionado submetido 
ao alongamento muscular associado a contração tetânica, diminui a expressão 
gênica do  TGFβ-1, o que induz a decréscimo na deposição de tecido fibrótico no 
músculo, estimulando a recuperação da funcionalidade muscular, o que concorda 
com os achados do presente estudo. Ainda, Wipff e colaboradores (2007), 
realizaram alongamento de miofibroblastos e verificaram que a expressão de TGFβ-
1 reduziu de acordo com o aumento da intensidade do alongamento. Dessa forma, 
os parâmetros de prescrição de exercício de alongamento utilizados na presente 
pesquisa foram suficientes para reduzir a expressão  de TGFβ-1 em ratas idosas. 
Suetta e colaboradores (2013) analisaram por biópsia muscular o comportamento da 
miostatina no músculo imobilizado de idosos e jovens humanos, e constataram que 
a expressão de miostatina foi significativamente maior no músculo idoso imobilizado 
quando comparado ao jovem. Considerando que a via de sinalização de TGFβ-1 e 
miostatina é a mesma, a maior expressão de TGFβ-1 estimula a sarcopenia, assim, 
apesar dos resultados da presente pesquisa terem indicado atrofia muscular (na 
análise histomorfométrica), a análise da expressão gênica do TGFβ-1 aponta que o 
exercício de alongamento muscular previne a sarcopenia e tem ação anti-fibrótica 
em nível molecular. Porém, análise da quantidade de proteína poderia confirmar 
estas hipóteses.  
Considerando as hipóteses da pesquisa: 
H0) O alongamento muscular agudo não interfere na morfologia, porcentagem de 
colágeno I e III e TGFβ -1, e expressão gênica de TGFβ -1 nas fibras musculares de 
ratas idosas; 
H6) O exercício de alongamento muscular agudo diminui a expressão gênica do 
TGFβ-1 nas fibras musculares de ratas idosas; 
A etapa de avaliação da expressão gênica do TGFβ-1 demosntrou que o 
alongamento utilizado interferiu no comportamento da expressão gênica do TGFβ-1, 
dessa forma, a H0 foi rejeitada e a H6 foi aceita, uma vez que o exercício de 
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alongamento atuou como modulador da atividade do TGFβ-1, reduzindo sua 
expressão gênica. 
 Esta etapa da pesquisa apresentou as seguintes limitações: 1) ausência de 
análise de mais genes relacionados a sarcopenia ou hipertrofia muscular; 2) não 
comparação entre ratas jovens e idosas; 3) falta de análise dos efeitos crônicos do 
protocolo de alongamento muscular. 
Sendo assim, sugere-se para estudos futuros a investigação dos efeitos 














































• O aparato de alongamento desenvolvido nesta pesquisa pode ser utilizado 
em estudos experimentais, permitindo o monitoramento da força muscular, o que 
contribui para padronizar o modo de promover o exercício de alongamento muscular 
em ratos. 
• Ratas idosas necessitam de menor força de aplicação para induzir o 
alongamento do músculo sóleo, o que pode ser causado pelo processo de 
envelhecimento que leva a declínio no torque passivo. 
• Não houve alteração da massa corporal e massa do músculo sóleo das ratas 
idosas, demonstrando que a randomização dos grupos foi adequada.  
O exercício de alongamento muscular agudo: 
•  não promoveu aumento do comprimento do músculo sóleo esquerdo em 
ratas idosas; 
• não induziu sarcomerogênese, que justifica a ausência de aumento do 
comprimento do músculo sóleo;  
• promoveu hipotrofia do músculo sóleo esquerdo, fato que pode ser causado 
pela adaptação do músculo esqulético ao estímulo agudo do alongamento; 
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